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II.  Zusammenfassung 
Oligodendrozyten sind die myelinisierenden Zellen des zentralen Nervensystems. 
Aufgrund ihrer hohen metabolischen Aktivität und ihres hohen Lipidgehalts sind 
antioxidative Schutzmechanismen für diese Zellen essentiell, insbesondere da 
oxidativer Stress unter anderem Bestandteil der Pathologie demyelinisierender 
Erkrankungen ist. Die Untersuchungen der Schutzmechanismen oligodendroglialer 
Zellen gegen oxidativen Stress, sowie des Einflusses von oxidativem Stress auf den 
zellulären Metabolismus standen im Zentrum der vorliegenden Arbeit und wurden 
an dem Modellsystem der oligodendroglialen Zelllinie OLN-93 und an sekundären 
Oligodendrozytenkulturen näher untersucht. 
Die Peroxidentgiftungskapazitäten und zellulären Glutathion- und Eisengehalte 
von OLN-93-Zellen wurden bestimmt und eine mögliche Hitzeschockprotein 27 
(HSP27)-vermittelte Modulation untersucht. Die gewonnen Daten zeigen, dass eine 
Überexpression von HSP27 auf diese Komponenten keinen Einfluss hatte und 
daher vermutlich nicht mit dem Schutz vor oxidativem Stress in oligodendroglialen 
Zellen assoziiert ist.  
Fumarsäureester werden zurzeit in klinischen Studien als Therapeutika der 
Multiplen Sklerose untersucht. Die Behandlung von OLN-93-Zellen und 
sekundären Oligodendrozyten mit Fumarsäuredialkylestern erwies sich als nicht 
toxisch, resultierte jedoch in einer akuten Verringerung der zellulären 
Glutathiongehalte, was auf eine mögliche Konjugation von Glutathion mit den 
Substanzen oder ihren Metaboliten hindeuten könnte. Im Anschluss an die 
Behandlung wurde der zelluläre Glutathiongehalt durch Neusynthese wieder 
hergestellt und von einer Induktion der Hämoxigenase-1 begleitet. 
Studien der Langzeiteffekte einer nicht-letalen Peroxidbehandlung zeigten 
Konsequenzen im zellulären Glukosemetabolismus und resultierten in einer 
zelltypspezifisch gesteigerten Laktatfreisetzung von OLN-93-Zellen. Da Laktat 
essentiell für die metabolische Versorgung von Neuronen ist, könnte dies auf eine 
oligodendroglial-vermittelte Protektion von Neuronen vor oxidativem Stress 
hindeuten. 
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III. Summary 
Oligodendrocytes are the myelinating cells of the central nervous system. Due to 
their high metabolic activity and lipid content antioxidative defence mechanisms 
are essential, as oxidative stress is a hallmark of demyelinating diseases. The 
present work focussed on the investigation of protective mechanisms of 
oligodendroglial cells against oxidative stress and its impact on cellular metabolism 
using the oligodendroglial cell line OLN-93 and secondary oligodendrocytes. 
Peroxide detoxification capacities as well as cellular glutathione and iron contents 
of OLN-93 cells were determined and potential heat shock protein 27 (HSP27) 
mediated modulations of these were studied. The obtained data show that an over 
expression of HSP27 did not affect those components and might therefore not be 
associated with protection against oxidative stress in oligodendroglial cells. 
Fumaric acid esters are currently being investigated as therapeutic agents for 
multiple sclerosis in clinical studies. Fumaric acid dialkyl esters were shown to be 
non-toxic, but depleted the cellular glutathione content of both OLN-93 cells and 
secondary oligodendrocytes, probably by conjugate formation of glutathione with 
these substances or their metabolites. Cellular glutathione content was restored 
via new synthesis subsequent to treatment with fumaric acid dialkyl esters and 
was accompanied by induction of heme oxygenase 1. 
Studies on the long term effects of non-lethal peroxide treatment showed 
consequences in cellular glucose metabolism and resulted in a cell type specific 
increased lactate release by OLN-93 cells. As lactate is essential for neurons, an 
increased lactate release of oligodendroglial cells might hint at a protective 
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1.   Einleitung 
1.1   Oligodendrozyten 
1.1.1  Eigenschaften, Funktionen und Entwicklung 
Die Zellen des Gehirns (Abb. 1-1) werden in Neurone und Gliazellen unterteilt, die 
sich in ihrer Fähigkeit der elektrischen Reizweiterleitung unterscheiden: Während 
Neurone aufgrund ihrer elektrischen Erregbarkeit die Reizweiterleitung 
ermöglichen, sind Gliazellen nicht in der Lage, die hierfür notwendigen 
Aktionspotentiale auf ihrer Membran aufzubauen (Verkhratsky & Butt, 2007), 
auch wenn sie die dafür notwendigen Spannungs-abhängigen Kanäle exprimieren 
(Verkhratsky & Steinhäuser, 2000). Die Idee der Koexistenz von erregbaren und 
nicht erregbaren Zellen wurde bereits 1836 von Gabriel Gustav Valentin 
beschrieben (Valentin, 1836; zitiert nach Verkhratsky & Butt, 2007). Dieses 
Konzept wurde 1846 von Rudolf Ludwig Karl Virchow weiter entwickelt, der nicht-
neuronale Zellen zunächst als „Nervenkitt“ beschrieb (Virchow, 1846; zitiert nach 
Baumann & Pham-Dinh, 2001), da diese Zellen in seinen Augen den Zusammenhalt 
des Gehirns begünstigten. Für diese Zellen, die ca. 90% der Gehirnmasse 
ausmachen (Baumann & Pham-Dinh, 2001; He & Sun, 2007; Verkhratsky & Butt, 
2007), etablierte er 1858 den Namen Glia (griechisch (gri.): γλια, Leim) (Virchow, 
1858; zitiert nach Verkhratsky & Butt, 2007). 
Die in der Literatur zuerst beschriebenen Gliazellen sind die Astrozyten, die 1913 
von Santiago Felipe Ramón y Cajal durch die von ihm entwickelten Gold- 
Imprägnierung charakterisiert wurden (Ramón y Cajal, 1913; zitiert nach 
Baumann & Pham-Dinh, 2001). Später beschrieb Pío Del Río Hortega mit Hilfe der 
Silber-Carbonat-Imprägnierung erstmals die Oligodendrozyten (Río Hortega, 
1928; zitiert nach Baumann & Pham-Dinh, 2001). Ihre Morphologie war hierbei 
namensgebend, da sie durch wenige (gri.: ), reich verzweigte Fortsätze 
gekennzeichnet sind (gri.: , Baum). Des Weiteren beschrieb er erstmals die 
von den Makrogliazellen verschiedenen Mikrogliazellen (Río Hortega, 1921; zitiert 
nach Baumann & Pham-Dinh, 2001). 
Gliazellen werden in die zwei großen Klassen der Mikro- und Makrogliazellen 
unterteilt. Die Mikrogliazellen sind im Gegensatz zu den Makrogliazellen 
mesodermalen Ursprungs und wandern während der embryonalen Entwicklung in 
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Abb. 1-1: Graphische Darstellung der Zelltypen des Gehirns. Modifiziert 
nach und mit freundlicher Genehmigung von Dr. Johannes Hirrlinger. 
 
die Gehirnanlage ein (Abbott et al., 2010; Graeber & Streit, 2010). Dort sind sie als 
immunkompetente Zellen an immunologischen Prozessen beteiligt (Graeber & 
Streit, 2010). Makrogliazellen entstammen dagegen wie auch Neurone dem 
Ektoderm (Carmen et al., 2007) und erfüllen sehr diverse, hoch spezialisierte 
Aufgaben im Gehirn. Sie werden in Ependymzellen, Astrozyten und 
Oligodendrozyten unterteilt (Verkhratsky & Butt, 2007). Die Ependymzellen des 
zentralen Nervensystems (ZNS) sind an der Bildung und Bewegung des Liquors 
beteiligt (Johanson et al., 2008) und kleiden die Wände der Ventrikel im Gehirn aus 
(Del Bigio, 2010). Astrozyten sind die zahlreichsten Zellen des Gehirns (He & Sun, 
2007; Verkhratsky & Butt, 2007) und ummanteln mit den Ausläufern ihrer 
Endfüßchen die Gehirnkapillaren (Benarroch, 2005). Im Gehirn wirken sie 
regulierend auf den Nährstofftransport (Bolaños et al., 2010; Magistretti, 2006; 
Pellerin, 2008), Entgiftungsprozesse (Anderson & Swanson, 2000; Benarroch, 
2005; Dringen et al., 2005; Schmidt & Dringen, 2011), oder die 
Glutathionhomöostase der Neurone (Dringen, 2009; Schmidt & Dringen, 2011). 
Oligodendrozyten sind im Gegensatz dazu essentiell für die Isolierung der 
Einleitung 
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neuronalen Axone mit Myelin und damit für die Beschleunigung und 
Aufrechterhaltung der elektrischen Reizweiterleitung (Bradl & Lassmann, 2010; 
McTigue & Tripathi, 2008). Die durch die Myelinisierung vermittelte Verringerung 
von axonalem Widerstand und Durchmesser war evolutionsgeschichtlich 
entscheidend für die Entwicklung komplexer Nervensysteme (Nave, 2010; 
Sherman & Brophy, 2005).  
Gliogenese und Neurogenese der verschiedenen Zelltypen des ZNS sind streng 
reguliert. Diese Prozesse beschreiben die Differenzierung von embryonalen und 
fötalen, aber auch von adulten neurale Stammzellen (Malatesta et al., 2008) in 
spezifische Phänotypen (Rosato-Siri et al., 2010). So folgt die Gliogenese, die peri- 
und postnatal stattfindet, auf die Neurogenese, die in der neuralen Phase initiiert 
wird (Bauer & ffrench-Constant, 2009; Kasai et al., 2005; Lee et al., 2000; Malatesta 
et al., 2008). Beide Prozesse erstrecken sich bis in die postnatale Phase (Kriegstein 
& Alvarez-Buylla, 2009). Im Verlauf der Gliogenese geht die Differenzierung der 
Astrozyten der Differenzierung der Oligodendrozyten voraus (Miller, 2002), da 
nicht nur die Anzahl der zu myelinisierenden Axone die benötigte Anzahl der 
Oligodendrozyten determiniert (Miller, 2002), sondern Astrozyten auch die 
Differenzierung der Oligodendrozyten entscheidend beeinflussen (Nave & Trapp, 
2008; Talbott et al., 2005) (siehe 1.1.3). 
In der embryonalen Entwicklung bilden sich die neuralen Zellen ektodermalen 
Ursprungs aus den Neuroepithelzellen des neuralen Rohrs (Lee et al., 2000; 
Orentas & Miller, 1998). Hierfür bilden sich zunächst aus den Neuroepithelzellen 
neonatale radiale Gliazellen, welche mitotisch aktiv sind, astrogliale Marker 
exprimieren (Malatesta et al., 2008; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009) und in der 
weiteren Entwicklung in Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten und 
Ependymzellen differenzieren (Merkle et al., 2004; Poppleton & Gilbertson, 2007).  
Die Entwicklung der Gliazellen ist von zahlreichen Signalmolekülen und 
Transkriptionsfaktoren abhängig. So bilden im neuralen Rohr die Signalmoleküle 
Sonic hedgehog (Shh) und bone morphogen proteins (BMPs) einen dorso-ventralen 
Gradienten, der für die räumliche und zeitliche Expression von 
Transkriptionsfaktoren und Genen Voraussetzung ist (Colognato & ffrench-
Constant, 2004). Shh, welches der ventralen Bodenplatte entstammt, ist essentiell 
für die Bildung der oligodendroglialen Vorläuferzellen (OPCs) (Hu et al., 2009; Oh 
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et al., 2005) und ein entscheidender Faktor in der Differenzierung humaner 
Oligodendrozyten aus pluripotenten Stammzellen in vitro (Hu et al., 2009). BMPs 
wirken dagegen antagonistisch auf Shh-vermittelte Effekte (Colognato & ffrench-
Constant, 2004) und somit inhibierend auf die Oligodendrogenese (Sabo et al., 
2009; See et al., 2004), während sie die Differenzierung der Astrozyten induzieren 
(Carmen et al., 2007; Hall & Miller, 2004). Für die Gliogenese des ZNS ist Notch 
essentiell, welches die Interaktion von Oligodendrozyten und Neuronen vermittelt 
und so regulierend auf die Myelinisierung wirkt (Colognato & ffrench-Constant, 
2004; Laursen & ffrench-Constant, 2007) (siehe 1.1.3). 
Im Laufe der embryonalen Entwicklung migrieren die OPCs entlang eines 
Gradienten von zahlreichen Signalmolekülen (Colognato & ffrench-Constant, 2004) 
aus dem neuralen Rohr in die Wirbelsäule und weiter in den Hirnstamm, von wo 
aus sie in die zu myelinisierenden Bereiche wandern, um dort zu reifen 
Oligodendrozyten zu differenzieren (Miller, 2002; Tekki-Kessaris et al., 2001). Die 
Differenzierung eines Oligodendrozyten von der migrierenden, proliferenden, 
unreifen Vorläuferzelle bis hin zum reifen, postmitotischen, myelinisierenden 
Oligodendrozyten ist ein streng regulierter und durch die Expression 
verschiedener Markerproteine gekennzeichneter Prozess (Baumann & Pham-Dinh, 
2001; de Castro & Bribián, 2005). So exprimieren gliale Vorläuferzellen, welche 
entweder zu Oligodendrozyten oder zu Astrozyten differenzieren können, das 
Gangliosid GT3, welches durch den monoklonalen Antikörper A2B5 detektiert 
werden kann (Farrer & Duarles, 1999; Noble et al., 2004; Miron et al., 2011). A2B5-
positive Zellen sind die frühesten charakterisierbaren Vorläuferzellen der 
Oligodendrogenese (Orentas & Miller, 1998). Als Markerprotein für OPCs wird 
ferner NG2, ein Proteoglykan Typ-1-Transmembranprotein, verwendet (Trotter et 
al., 2010). NG2-positive Vorläuferzellen können jedoch in Astrozyten, Neurone 
oder Oligodendrozyten differenzieren (Trotter et al., 2010). Die Verwendung von 
NG2 als OPC-Markerprotein wird kontrovers diskutiert, da NG2-exprimierende 
Zellen auch als eigenständige Klasse neuraler Zellen in Erwägung gezogen werden 
(Butt et al., 2005). Ferner exprimieren reifende Oligodendrozyten Sulfatide, welche 
durch monoklonale O4-Antikörper detektiert werden können (Bansal et al., 1988; 
Baumann & Pham-Dinh, 2001). 
Eines der wichtigsten OPC-Mitogene ist der platelet derived growth factor (PDGF) 
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weshalb die Expression des PDGF -Rezeptors (PDGFRα) charakteristisch für OPCs 
ist (Orentas & Miller, 1998). Neben der Expression von PDGFRα und NG2 sind 
OPCs auch durch die Expression von DM20, eine Isoform des Proteolipidproteins 
(PLP) charakterisiert (Orentas & Miller, 1998). Während DM20 während der 
gesamten oligodendroglialen Differenzierung exprimiert wird, nimmt die 
Expression des PDGFRα, und damit die Proliferation der OPCs in O4-positiven 
unreifen Oligodendrozyten ab (Baumann & Pham-Dinh, 2001). Die Abnahme der 
PDGFRα-Expression, respektive die Induktion der Differenzierung der 
Oligodendrozyten, korreliert mit einer Induktion von Myelinlipiden- und 
proteinen, wie dem Galatocerobrosid (GalC), der 2´,3´-zyklischen Nukleotid-3´-
Phosphodiesterase (CNP), dem basischen Myelinprotein (MBP), dem Myelin 
assoziierten Glykoprotein (MAG) und PLP (Baumann & Pham-Dinh, 2001) (siehe 
1.1.2). 
Die Differenzierung zum Oligodendrozyten und die Myelinisierung der Axone wird 
durch eine Reihe weiterer Faktoren, wie der Festigkeit des neuralen Gewebes 
(Bauer & ffrench-Constant, 2009), die neuronale elektrische Aktivität (Coman et 
al., 2005), den axonalen Durchmesser (Piaton et al., 2010) (siehe 1.1.3) oder den 
zellulären Eisengehalt determiniert (Morath & Mayer-Pröschel, 2001) (siehe 1.2). 
Auch wenn die Majorität der OPCs in myelinisierende Oligodendrozyten 
differenziert, verbleibt ein gewisser Anteil der OPCs undifferenziert im adulten 
Hirn und dient als Reservoir für Zellen, welche nach demyelinisierenden Prozessen 
erneut differenzieren und die Remyelinisierung initiieren können (Chong & Chan, 
2010) (siehe 1.1.4.1).  
 
1.1.2  Myelin und Myelinisierung 
Die wichtigste Eigenschaft der Oligodendrozyten ist die Bildung von Myelin, 
welches der Isolierung von Axonen dient (Miller, 2002). Ein Oligodendrozyt bildet 
hierbei bis zu 50 Myelinscheiden an unterschiedlichen Axonen (Benarroch, 2009) 
und unterscheidet sich darin von den nach Theodor Schwann benannten 
Schwannzellen (Verkhratsky & Butt, 2007), den myelinisierenden Zellen des PNS, 
welche jeweils nur eine Myelinscheide pro Zelle bilden (Bhatheja & Field, 2006; 
Simons & Trotter, 2007). Der Prozess der Myelinisierung des Gehirns wird bereits 
pränatal initiiert, jedoch nicht abgeschlossen, so dass sich die Phase der 
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Myelinisierung auf die postnatale Phase erstreckt (Kinney & Back, 1998). In den 
meisten Vertebraten ist dieser Prozess innerhalb weniger Wochen abgeschlossen 
(Orentas & Miller, 1998), kann beim Menschen jedoch mehreren Dekaden 
andauern (Bradl & Lassmann, 2010). 
Myelin wurde 1854 zum ersten Mal von Rudolf Ludwig Karl Virchow (Virchow, 
1854; zitiert nach Baumann & Pham-Dinh, 2001) als eine fettreiche isolierende 
Schicht beschrieben, welche die saltatorische (lateinisch: saltare, hüpfen) 
Reizweiterleitung der Aktionspotentiale ermöglicht (Benarroch, 2009). Myelin ist 
in konzentrischen Ringen um die Axone gewunden. Diese bis zu 1 mm langen 
Myelinscheiden (ffrench-Constant et al., 2004) sind jeweils durch einen schmalen 
ca. 1 μm langen, nicht myelinisierten Bereich getrennt (ffrench-Constant et al., 
2004; Susuki & Rasband, 2008) (Abb. 1-2 A,C). Diese Nodien, auch Ranviersche 
Schnürringe genannt, sind essentiell für die saltatorische Reizweiterleitung, 
welche durch die Akkumulation von Na+-Kanälen in den Ranvierschen 
Schnürringen (Baba et al., 1999; Benarroch, 2009; Brophy & Shen, 2009) und die 
Akkumulation von K+-Kanälen in den vom Myelin ummantelten Juxtaparanodien 
ermöglicht wird (Rasband, 2006; Rasband & Trimmer, 2001; Rosenbluth, 2009; 
Susuki & Rasband, 2008) (Abb. 1-2 C). Die Akkumulation der Na+-Kanäle in den 
Ranviersche Schnürringen wird durch die räumliche Nähe von reifen 
Oligodendrozyten und eines von ihnen exprimierten Faktors initiiert (Kaplan et al., 
1997; Rasband, 2006), wohingegen K+-Kanäle erst nach der Kompaktierung des 
Myelins in den Juxtaparanodien akkumulieren (Baba et al., 1999). Ein Vorteil der 
Myelinisierung liegt in der Energieeinsparung, welche durch die räumliche 
Trennung der Spannungskanäle erreicht wird (Rosenbluth, 2009). Die 
beschleunigte Reizweiterleitung wird nicht nur durch die saltatorische 
Erregungsweiterleitung ermöglicht, sondern auch durch die isolierenden 
Eigenschaften des Myelins (Hartline & Colman, 2007). Durch die Myelinisierung 
wird die elektrische Kapazität der Axonmembran verringert und ihr Widerstand 
erhöht, was in einer weiteren Beschleunigung der Erregungsweiterleitung 
resultiert (Poliak & Peles, 2003; Nave, 2010). 
Die konzentrische Umwicklung des Axons mit Myelin bedingt morphologische 
Besonderheiten der Myelinscheiden, den Verlängerungen der Plasmamembranen 
der Oligodendrozyten. Um diese Membran um das Axon zu wickeln, wird das 
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Abb. 1-2: Myelin und Axon. Schematische Darstellung der Myelinscheiden 
eines Axons im ZNS (A; modifiziert nach Poliak & Peles, 2003) und 
Elektronenmikrographie des Querschnittes eines myelinisierten 
Rückenmarkaxons eines adulten Hundes (B; modifiziert nach Siegel et al., 
2006). Das Myelin ist in konzentrischen Ringen um das Axon gewunden, 
die hellere minor und die dunklere major dense line sind zu erkennen. 
C: Schematische Darstellung der Domänen von Myelinscheiden und 
Ranvierschen Schnürringen, PN: Paranodium, JXP: Juxtaparanodium, IN: 
Internodium. 
 
Myelin durch Entziehen des zellulären Zytoplasmas aus diesen Verlängerungen 
kompaktiert, so dass die beiden gegenüberliegenden Membranen der selben Zelle 
auf der zytoplasmatischen Seite zur major dense line kondensieren, die in 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen dunkel erscheint (Nave, 1994). Die 
gegenüber liegenenden extrazellulären Seiten der Membran erscheinen in solchen 
Aufnahmen als helle minor dense line, respektive werden sie als intraperiod line 
bezeichnet (Siegel et al., 2006) (Abb. 1-2 B).  
Myelin besteht zu 70–75% aus Lipiden, welche aus Cholesterol, Phospholipiden, 
Galaktolipiden und Plasmalogen zusammengesetzt sind, und hat nur einen 
geringen Proteinanteil, welcher im ZNS zu 50% aus PLP und zu 30% aus MBP 
besteht (Baron & Hoekstra, 2010; Jahn et al., 2009). Der hohe Lipidanteil verleiht 
dem Myelin nicht nur seine isolierenden Eigenschaften, sondern auch seine 
charakteristische helle Färbung, die namensgebend für die weiße Masse, die 
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myelinisierten Bereiche des Gehirns ist. Im Gegensatz dazu repräsentiert die graue 
Masse die nicht-myelinisierten Bereiche des Gehirns, welche überwiegend 
Nervenzellkörper enthalten (Siegel et al., 2006). PLP ist das häufigste 
Myelinprotein des ZNS (Boggs, 2006) und hat eine molekulare Masse von ca. 
25 kDa. Seine kleinere Isoform DM20 macht ca. 10 – 20% des PLP im adulten 
Menschen aus und hat eine molekulare Masse von 20 kDa (Baumann & Pham-Dinh, 
2001). MBP ist das zweithäufigste Myelinprotein im ZNS (Boggs, 2006) und wird in 
Isoformen von 14 – 21.5 kDa in der Maus (17.2 – 21.5 kDa im Menschen) 
exprimiert, wobei die 14 und 18.5 kDa Isoform der Maus (17.2 und 18.5 kDa 
Isoform des Menschen) ca. 95% der gesamten MBP-Proteine ausmachen 
(Baumann & Pham-Dinh, 2001). MBP wird in geringen Mengen auch im PNS 
exprimiert. Dort ist es im Gegensatz zum ZNS jedoch nicht für die Bildung 
kompaktierten Myelins essentiell (Boggs, 2006). Die MBP-vermittelte 
Kompaktierung des ZNS-Myelins bedingt einige Besonderheiten des 
Proteintransports (Baron & Hoekstra, 2010). Um eine ektopische Kompaktierung 
der Myelinmembran durch eine verfrühte Synthese von MBP zu vermeiden, wird 
die mRNA des MBP in einem Mikrotubuli-abhängigen Transport zur Membran 
transportiert (Baron & Hoekstra, 2010; Brophy & Shen, 2009), wo sie direkt 
translatiert wird (Brophy et al., 1993). Neben MBP sind im kompaktierten 
internodalen Myelin ebenfalls PLP und DM20 lokalisiert (Simons & Trajkovic, 
2006). 
Weitere Myelinproteine sind CNP und MAG. CNP wird sowohl im Myelin als auch in 
Photorezeptorzellen exprimiert und hydrolysiert artifizielle 2´,3´zyklische 
Nukleotide in ihre 2´-Derivate. Seine biologische Relevanz ist jedoch obskur, da 
2´,3´zyklische Nukleotide im Gehirn bisher nicht detektiert werden konnten 
(Baumann & Pham-Dinh, 2001; Nave & Trapp, 2008). Lokalisiert ist CNP im nicht-
kompaktierten Myelin der paranodalen Regionen (Baumann & Pham-Dinh, 2001) 
von PNS und ZNS (Nave & Trapp, 2008). MAG ist ein Typ I-Transmembran-
Glykoprotein und macht ca. 1% des ZNS-Myelins und ca. 0.1% des PNS-Myelins aus 
(Baumann & Pham-Dinh, 2001; Schnaar & Lopez, 2009). Es hat eine molekulare 
Masse von ca. 100 kDa (Quarles, 2007). MAG ist im periaxonalen Myelin der 
Internodien lokalisiert und steht somit im direkten Kontakt zum Axon (Baumann & 
Pham-Dinh, 2001; Schnaar & Lopez, 2009; Simons & Trajkovic, 2006). Es ist unter 
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anderem an der Stabilisierung von Axon-Glia-Interaktionen (Quarles, 2007; 
Schnaar, 2010) und der Anordnung axonaler Moleküle in den Ranvierschen 
Schnürringen beteiligt (Schnaar & Lopez, 2009). MAG ist für die Bildung des 
kompakten Myelins nicht essentiell (Quarles, 2007), hilft vermutlich jedoch dem 
Oligodendrozyten zwischen myelinisierten und nicht-myelinisierten Axonen im 
ZNS zu unterscheiden (Baumann & Pham-Dinh, 2001) und die Interaktionen 
zwischen Oligodendrozyt und Axon zu unterstützen (Quarles, 2007). MAG bindet 
an axonale Sialoglykan- und Nogo-Rezeptoren (Schnaar & Lopez, 2009) und dient 
vermutlich auch als Rezeptor eines trophischen axonalen Signals (Quarles, 2007). 
So wie das Myelin im ZNS und PNS von verschiedenen Zellen gebildet wird, 
unterscheidet sich PNS- und ZNS-Myelin in der Expression spezifischer 
Myelinproteine. Während einige Proteine sowohl in PNS und ZNS exprimiert 
werden (Baumann & Pham-Dinh, 2001), gibt es andere Proteine, die ausschließlich 
im ZNS (siehe oben), respektive im PNS vorkommen. Spezifische PNS-
Myelinproteine sind z.B. das P0, ein integrales Typ I-Membran-Glykoprotein, 
welches ca. 70% der Myelinproteine des PNS ausmacht (Yin et al., 2008) und wie 
auch das periphäre Myelinprotein 22 und MBP im kompaktierten Myelin 
lokalisiert ist (D‘Antonio et al., 2009; Scherer & Arroyo, 2002). Im nicht 
kompaktierten Myelin des PNS sind E-Cadherin, Connexin32, und die ebenfalls im 
ZNS exprimierten Myelinproteine MAG und DM20 lokalisiert (Scherer & Arroyo, 
2002). 
Für die Studien einiger Myelinproteine wurden verschiedene knockout-
Mausmodelle generiert. Untersuchungen dieser Mäuse zeigten, dass der knockout 
von Myelinproteinen nicht embryonal-letal ist (Bird et al., 1978; Kobayashi et al., 
1980; Sidman et al., 1964) auch wenn das Ausschalten einiger Myelinproteine mit 
einer Verringerung der Lebenserwartung korreliert (Baumann & Pham-Dinh, 
2001). Die fehlende embryonale Letalität ist nicht überraschend, da die 
Myelinisierung und die damit verbundene Expression von Myelinproteinen erst 
postnatal von Bedeutung ist (Nave, 2010). 
 
1.1.3  Interaktionen mit Gliazellen und Neuronen 
Die Myelinisierung des ZNS ist ein komplexer Prozess, der durch eine Reihe von 
Einleitung 
   
10 
Faktoren und Interaktionen mit anderen Zellen des ZNS positiv oder negativ 
beeinflusst wird (Coman et al., 2005; Talbott et al., 2005; Zhang et al., 2006). So ist 
die Interaktion von Oligodendrozyten und ihren Vorläuferzellen mit den 
verschiedenen Zellen des Gehirns essentiell für ihre Differenzierung und ihren 
Erhalt. OPCs reifen in Abwesenheit von Astrozyten nicht heran und initiieren auch 
keine Myelinisierung (Talbott et al., 2005), was auf die fehlende Freisetzung des 
Leukämie-induzierten Faktor durch Astrozyten zurückgeführt werden kann, da 
dieser stimulierend auf die Myelinisierung wirkt (Nave & Trapp, 2008; Simons & 
Trajkovic, 2006). Dies ist relevant für die Alexandersche Erkrankung, in deren 
Verlauf es aufgrund von Mutationen im Gen des sauren Gliafaserproteins (engl.: 
glial fibrillary acidic protein; GFAP) in Astrozyten zur Bildung von zellulären 
Ablagerungen, den Rosenthal-Fasern, kommt (Brenner et al., 2001). In Folge dieser 
Mutation kommt es zu astrozytären Dysfunktionen und zur Hypomyelinisierung 
im Gehirn betroffener Patienten (Mignot et al., 2004). Auch wenn dies eine primäre 
Erkrankung der Astrozyten ist und Oligodendrozyten in den Gehirnen betroffener 
Patienten trotz anormaler Myelinisierung normal erscheinen (Mignot et al., 2004), 
wird die Alexandersche Erkrankung den Leukodystrophien zugeordnet (Sawaishi, 
2009). In diesem Zusammenhang bekommt die in der Gliogenese der 
Oligodendrozytenentwicklung vorangehende Reifung der Astrozyten einen 
besonderen Stellenwert (Sawaishi, 2009). 
Die trophische Interaktion von Oligodendrozyten und Mikrogliazellen ist im 
Hinblick auf den Eisenstoffwechsel (siehe 1.2) von besonderer Bedeutung für die 
Differenzierung der Oligodendrozyten. Mikrogliazellen unterstützen diese durch 
die Freisetzung des Eisenspeicherproteins Ferritin, welches als primäre 
Eisenquelle reifer Oligodendrozyten diskutiert wird (Todorich et al., 2011; Zhang 
et al., 2006). Ferner gibt es eine Veränderung der zellulären Eisengehalte von 
Mikrogliazellen und Oligodendrozyten im Laufe der Differenzierung. Während 
Mikrogliazellen zu Beginn der Gliogenese die Eisen-haltigsten Zellen des Gehirns 
sind, setzen sie dieses Eisen bei Beginn der Differenzierung der Oligodendrozyten 
frei (Schonberg & McTigue, 2009). Dieses Eisen wird von Oligodendrozyten 
aufgenommen und unterstützt ihre Differenzierung (Todorich et al., 2009; Zhang et 
al., 2006). Die Interaktion des Eisenstoffwechsels von Oligodendrozyten und 
Mikrogliazellen wird durch Zytokine moduliert, welche von Mikrogliazellen 
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freigesetzt werden und der oligodendroglialen Akkumulation Ferritin-gebundenen 
Eisens entgegenwirken (Zhang et al., 2006). 
Von besonderer Bedeutung sind die Interaktionen von Oligodendrozyten mit 
Neuronen, da beide in gegenseitiger Abhängigkeit koexistieren. Neuronale Signale 
vermitteln nicht nur die Proliferation, Differenzierung und das Überleben der 
Oligodendrozyten, sondern auch den Zeitpunkt der Myelinisierung (Laursen & 
ffrench-Constant, 2007; Piaton et al., 2010; Simons & Trajkovic, 2006). 
Oligodendrozyten vermitteln dagegen die Anordnung neuronaler Proteinkomplexe 
in den Ranvierschen Schnürringen (Simons & Trajkovic, 2006). Die Myelinisierung 
ist eines der spektakulärsten Beispiele für Zell-Zell-Interaktionen in der Natur 
(ffrench-Constant et al., 2004) und die Interaktionen von Oligodendrozyten und 
Neuronen sind sowohl essentiell für den initialen Prozess der Myelinisierung, als 
auch den der Remyelinisierung (Piaton et al., 2010) (siehe 1.1.4.1). Die 
Myelinisierung im ZNS hängt von positiven wie negativen axonalen Signalen ab 
(Coman et al., 2005), wie z.B. der Expression von Adhäsionsmolekülen (Coman et 
al., 2005; Nave & Trapp, 2008), der neuronalen elektrischen Aktivität (Simons & 
Trajkovic, 2006) oder dem axonalen Durchmesser (Piaton et al., 2010).  
Neuronal exprimierte extrinsische Signalmoleküle determinieren die Anzahl der 
OPCs und ihre Differenzierung. Hierzu gehört zum einen PDGF, welches von 
Neuronen, aber auch von Astrozyten exprimiert wird, und die Proliferation und 
das Überleben der OPCs reguliert (Bauer et al., 2009; Simons & Trajkovic, 2006) 
(siehe 1.1.1). Das Überleben der Oligodendrozyten (Simons & Trajkovic, 2006) und 
die Regulierung der Myelinisierung (Laursen & ffrench-Constant, 2007) wird des 
Weiteren von Neuregulinen reguliert (Simons & Trajkovic, 2006; Laursen & 
ffrench-Constant, 2007). Neureguline zählen zur Familie der epidermal growth 
factor like molecules, die durch alternatives Splicen des NRG1-Gens entstehen 
(Bozzali & Wrabetz, 2004). Neureguline, insbesondere Neuregulin1, sind essentiell 
für die Determinierung der Anzahl der Myelin-Umwicklungen (ffrench-Constant et 
al., 2004) und die Differenzierung von Oligodendrozyten (Bozzali & Wrabetz, 
2004). 
Die Interaktionen von Oligodendrozyten und Axonen werden des Weiteren über 
oligodendroglial exprimierte Notch-Rezeptoren vermittelt (Laursen & ffrench-
Constant, 2007), einer Familie von vier Zelloberflächen-Transmembranrezeptoren, 
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die die oligodendrogliale Reifung und die Myelinisierung der Axone, sowie weitere 
Funktionen von Immun- und Gliazellen reguliert (Juryńczyk & Selmaj, 2010). 
Notch-Rezeptoren der Oligodendrozyten binden zum einen an axonal exprimiertes 
Contactin, was die oligodendrogliale Differenzierung und ihre Myelinisierung 
fördert, zum anderen wirkt der Notch-Rezeptor nach Binden an Jagged, welches 
vor der Myelinisierung axonal exprimiert wird, inhibierend auf die 
oligodendrogliale Differenzierung und Myelinisierung (Colognato & ffrench-
Constant, 2004; Laursen & ffrench-Constant, 2007).  
Bisher wurden nur wenige axonale Oberflächenmoleküle identifiziert, die in den 
Prozess der Myelinisierung involviert sind, dazu gehören unter anderem Laminin2, 
L1 und das saure poly-sialinierte neuronale Zelladhäsionsmolekül (PSA-NCAM) 
(Piaton et al., 2010). Adhäsionsmoleküle vermitteln die räumliche Annäherung von 
Axon und Oligodendrozyt sowie den Austausch interzellulärer Signale (Coman et 
al., 2005). PSA-NCAM wirkt inhibierend auf die Myelinisierung, indem es 
vermutlich die Anhaftung der myelinisierenden Zellen an das Axon unterbindet 
(Charles et al., 2000; Coman et al., 2005). Die Konjugation der PSA ans NCAM wird 
durch OPCs vermittelt (Fewou et al., 2007), welche im Laufe ihrer Differenzierung 
die PSA-Synthese verringern, was ein entscheidender Schritt in der Myelinisierung 
der Axone durch reife Oligodendrozyten ist (Charles et al., 2000; Fewou et al., 
2007). Im Gegensatz zum PSA-NCAM fördert L1 die axonale Myelinisierung indem 
es in einem Fyn-Kinase-abhängigen Prozess mit einem oligodendroglialen 
Contactin-Integrin-Komplex interagiert (Laursen et al., 2009) und dadurch die 
Adhäsion von Oligodendrozyt und Axon fördert (Coman et al., 2005). Nach der 
erfolgten Adhäsion wird L1 herunter reguliert und ermöglicht so die Initiierung 
des Prozesses der Myelinummantelung (Coman et al., 2005). 
Neben der Expression von Myelinisierungs-steuernden Proteinen und 
Signalmolekülen werden auch einige physikalische Voraussetzungen an die 
Myelinisierung gestellt. So ist die elektrische Aktivität der Axone essentiell für die 
Myelinisierung durch Oligodendrozyten (Demerens et al., 1996). Entscheidend ist 
hierbei die Freisetzung von ATP während der axonalen Reizweiterleitung, da diese 
die Differenzierung der Oligodendrozyten stimuliert (Nave & Trapp, 2008), welche 
durch die ATP-induzierte Freisetzung des Leukämie-induzierten Faktors durch 
Astrozyten noch weiter verstärkt wird (Ishibashi et al., 2006). Der stimulierende 
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Effekt der ATP-Freisetzung aktiver Axone auf die Myelinisierung ist jedoch nur im 
ZNS gegeben, da ATP im PNS über den purinergen P2-Rezeptor auf die 
Differenzierung der Schwann-Zellen inhibierend wirkt (Nave & Trapp, 2008; 
Simons & Trajkovic, 2006).  
Für die Myelinisierung der Axone im ZNS bedarf es eines axonalen Durchmessers 
von mindesten 0.2 μm (Bradl & Lassmann, 2010; Piaton et al., 2010). Der axonale 
Durchmesser wird durch die Myelinisierung weiter positiv beeinflusst (Bradl & 
Lassmann, 2010). Das Verhältnis von axonalem Durchmesser und dem der 
gesamten myelinisierten Faser, die g-Ratio (Laursen & ffrench-Constant, 2007), 
beträgt in der Regel 0.6 bis 0.7, so dass dicke Axone auch dickere Myelinscheiden 
besitzen und umgekehrt (Sherman & Brophy, 2005).  
Das Verhältnis von Oligodendrozyten und Neuronen geht jedoch über das der 
Myelinisierung und der dadurch bedingten Vorteile der Isolierung der Axone 
hinaus. Neben der Anordnung neuronaler Proteine und spannungsabhängiger 
Kanäle in den Ranvierschen Schnürringen (Rasband, 2006) (siehe 1.1.2) 
beeinflussen Oligodendrozyten auch die Zusammensetzung des neuronalen 
Zytoskeletts (Bradl & Lassmann, 2010). Des Weiteren stellen Oligodendrozyten 
trophische Faktoren für Neurone zur Verfügung (Bradl & Lassmann, 2010; 
McTigue & Tripathi, 2008). Neurone, wie auch Astrozyten synthetisieren hingegen 
Faktoren, welche für die Entwicklung der Oligodendrozyten notwendig sind (Nave 
& Trapp, 2008; Viehover et al., 2001). Der Verlust von Axonen führt zur 
Degeneration von Oligodendrozyten und Myelin. Umgekehrt bedingt der Verlust 
von Oligodendrozyten und/oder Myelin die Degeneration von Axonen (Bradl & 
Lassmann, 2010). Nach erfolgter Myelinisierung ist daher die gegenseitige 
Kommunikation von Oligodendrozyten und Neuronen essentiell für den Erhalt der 
Myelinisierung (Piaton et al., 2010).  
Aufgrund ihrer hoch-komplexen Differenzierung und ihres einzigartigen 
Metabolismus zählen Oligodendrozyten zu den empfindlichsten Zellen des ZNS 
(Bradl & Lassmann, 2010). Ihre Schädigung und ihr Verlust korrelieren mit 
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1.1.4  Demyelinisierende Erkrankungen 
Demyelinisierung, der Verlust der Myelinscheiden, erfolgt primär nach Schädigung 
von Oligodendrozyten (Franklin & ffrench-Constant, 2008). Im Gegensatz zur 
primären Demyelinisierung erfolgt die als Wallersche Degeneration bekannte 
sekundäre Demyelinisierung nach axonaler Degeneration (Franklin & ffrench-
Constant, 2008). Primäre Demyelinisierung führt zur Verzögerung oder gar dem 
Verlust der axonalen Reizweiterleitung (Benarroch, 2009) und kann ebenfalls in 
axonaler Degeneration resultieren (Nave & Trapp, 2008). Demyelinisierende 
Erkrankungen sind sowohl für das ZNS als auch für das PNS beschrieben und 
können eine Reihe neuronaler Defizite und Ausfallerscheinungen bedingen 
(Compston & Coles, 2008; Nave, 2010; Suter & Scherer, 2003; Vucic et al., 2009). 
Die primäre Demyelinisierung des ZNS und PNS ist Kennzeichen verschiedener 
Krankheiten des Menschen und kann sowohl genetisch bedingt sein (siehe 1.1.4.2), 
als auch in Folge verschiedener nicht-erblich bedingter Ursachen auftreten (siehe 
1.1.4.3).  
Die Auswirkung einer Demyelinisierung auf die räumliche Verteilung der 
Spannungskanäle wird kontrovers beschrieben. So wurde gezeigt, dass die 
räumliche Akkumulation der Na+-Kanälen in den Ranvierschen Schnürringen auch 
nach einer Demyelinisierung erhalten blieb (Kaplan et al., 1997). In Folge dessen 
könnten die Reizweiterleitungsdefizite, die für die Pathogenese der Multiplen 
Sklerose (MS) beschrieben sind, wahrscheinlich nicht nur auf die Demyelinisierung 
zurückgeführt werden, sondern auch auf den Erhalt der räumlichen Akkumulation 
der Na+-Kanäle (Kaplan et al., 1997). Andere Studien kamen jedoch zu dem 
Ergebnis, dass die Myelinscheiden essentiell für den Erhalt der räumlichen 
Akkumulation der Na+-Kanäle sind (Rasband et al., 2003). 
Die axonale Demyelinisierung ist jedoch nicht endgültig, da die Remyelinisierung, 
die erneute Myelinisierung demyelinisierter Bereiche, innerhalb eines bestimmten 
Zeitfensters möglich ist, in dem Axone noch Myelin-kompetent sind (Piaton et al., 
2010).  
 
1.1.4.1  Remyelinisierung 
Die Kapazität der Remyelinisierung ist in beiden Nervensystemen gegeben, jedoch 
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ist die Kapazität der Remyelinisierung im PNS größer als im ZNS (Chen et al., 
2007). Im ZNS erfolgt die Remyelinisierung im adulten Gehirn vermutlich durch 
die Rekrutierung von ruhenden OPC-Populationen (Lee et al., 2000), die in der 
subventrikulären Zone lokalisiert sind (Gallo & Armstrong, 2008). Die 
Remyelinisierung demyelinisierter Bereiche wird jedoch nicht durch die 
Demyelinisierung an sich initiiert, sondern durch Faktoren, welche von Astrozyten 
und aktivierten Mikrogliazellen freigesetzt werden und die ruhenden adulten OPCs 
zu einem regenerativen Phänotyp verändern (Bradl & Lassmann, 2010; Franklin & 
ffrench-Constant, 2008). Die Remyelinisierung ist daher ein regenerativer Prozess, 
in dem komplette Myelin-Internodien demyelinisierter Axone durch das 
Heranreifen adulter OPCs ersetzt werden (Piaton et al., 2010). 
Die Remyelinisierung ist im Vergleich zur initialen Myelinisierung jedoch mit 
Nachteilen behaftet, da adulte OPCs eine geringere Migrationsgeschwindigkeit und 
einen längeren Zellzyklus haben (Bradl & Lassmann, 2010). Ferner geht die 
Remyeliniserung mit einem Verlust der Kontrolle der g-Ratio einher (ffrench-
Constant et al., 2004). Die Myelinscheiden remyelinisierter Bereiche sind im 
Vergleich zur initialen Myelinisierung dünner und kürzer (Bradl & Lassmann, 
2010; Bruce et al., 2010; Franklin & ffrench-Constant, 2008; Piaton et al., 2010), so 
dass remyelinisierte Axone durch Schattenplaques gekennzeichnet sind (Piaton et 
al., 2010). Diese dünneren Myelinscheiden, welche zu einer erhöhten g-Ratio 
führen, sind ein verlässlicher Anhaltspunkt für die Identifizierung remyelinisierter 
Bereiche (Piaton et al., 2010; Bruce et al., 2010). Der Grund für die veränderte g-
Ratio ist nicht bekannt, könnte aber mit der abgeschlossenen Differenzierung des 
Axons zum Zeitpunkt der Remyelinisierung zusammenhängen (Bruce et al., 2010; 
Franklin & ffrench-Constant, 2008). 
Demyelinisierung führt zu Modifikationen der Zelladhäsionsmoleküle auf der 
axonalen Oberfläche, was vermutlich einen Einfluss auf eine mögliche 
anschließende Remyelinisierung hat (Piaton et al., 2010). So wird astroglial-
exprimiertes Jagged, welches inhibierend auf die Myelinisierung wirkt, in aktiven 
Läsionen von MS Patienten unter anderem mit ausbleibender Remyelinisierung 
assoziiert (Laursen & ffrench-Constant, 2007). Ferner erfolgt die Remyelinisierung 
unabhängig von Notch, einem Signal, welches für die initiale Myelinisierung der 
Axone essentiell ist (Bradl & Lassmann, 2010). Des Weiteren spielen 
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Zelladhäsionsmoleküle eine wichtige Rolle bei der Remyelinisierung. Eines dieser 
Zelladhäsionsmoleküle ist Lingo-1, welches ein negativer Regulator der 
Myelinisierung (Laursen & ffrench-Constant, 2007; Miller & Mi, 2007) und eine 
Komponente des Nogo-Rezeptor-Komplexes ist (Miller & Mi, 2007). Die 
Inhibierung von Lingo-1 wird daher mit Remyelinisierung und Neuroprotektion in 
Verbindung gebracht (Laursen & ffrench-Constant, 2007), weshalb es als 
Zielprotein in der MS-Therapie diskutiert wird (Piaton et al., 2010). Im Verlauf der 
Remyelinisierung werden nicht nur neue Myelinscheiden gebildet (Bradl & 
Lassmann, 2010), sondern auch die lokale Verteilung von Na+- und K+-Kanälen 
wieder hergestellt (Piaton et al., 2010).  
Auch wenn die Remyelinisierung demyelinisierter Bereiche grundsätzlich möglich 
ist, wird in demyelinisierenden Erkrankungen wie der MS (siehe 1.1.4.4) eine 
ausbleibende Remyelinisierung entmarkter Bereiche beobachtet (Miller & Mi, 
2007), welche mit axonaler Degeneration korreliert (Bruce et al., 2010). Dies ist 
unter anderem auf das individuelle Alter der Patienten zurückzuführen, da mit 
fortschreitendem Alter die Remyelinisierung erschwert wird (Franklin & ffrench-
Constant, 2008). Eine weitere Ursache ist eine ausbleibende Differenzierung 
adulter OPCs, welche möglicherweise durch Myelindebris ausgelöst wird (Franklin 
& Kotter, 2008). Ferner bilden Astrozyten in demyelinisierten Bereichen eine gliale 
Narbe, die die Migration von OPCs in diese Bereiche und damit die 
Remyelinisierung dieser Plaques verhindert (Nair et al., 2008). 
 
1.1.4.2. Leukodystrophien 
Leukodystrophien sind genetisch bedingte demyelinisierende Erkrankungen mit 
variabel verlaufender Pathogenese (Orchard & Tolar, 2010; Weber & Köhler, 
2010). Kennzeichen vieler Leukodystrophien sind multifokale Entzündungen, 
Demyelinisierung und axonale Degeneration (Mar & Noetzel, 2010). Man 
unterscheidet bei Leukodystrophien zwischen hypomyelinisierenden 
Erkrankungen, bei denen die initiale Myelinisierung per se gestört ist (Schiffmann 
& Boespflüg-Tanguy, 2001; Schiffmann & van der Knaap, 2004) und 
demyelinisierenden Erkrankungen, bei denen bereits gebildetes Myelin geschädigt 
wird (Kohlschütter et al., 2010). Leukodystrophien des ZNS sind z.B. die 
Alexandersche Erkrankung (Schiffmann & Boespflüg-Tanguy, 2001) (siehe 1.1.3), 
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Morbus Krabbe oder die vanishing white matter disease. 
Morbus Krabbe ist eine autosomal rezessiv vererbt Mutationen in dem Gen, 
welches für das lysosomale GalC kodiert (Wenger et al., 2000). Die daraus 
resultierende GalC-Defizienz führt zur Akkumulation von Psychosin (Orchard & 
Tolar, 2010), was zum apoptotischen Verlust der Oligodendrozyten führt (Sakai, 
2009).  
Die vanishing white matter disease ist eine der häufigsten Leukodystrophien des 
Menschen (van der Knaap et al., 2006). Ursächlich sind Mutationen in mindestens 
einem der fünf Gene, die für den eukaryotischen Translationsfaktor eIF2B 
kodieren (D'Antonio et al., 2009; van der Knaap et al., 2006). Die Krankheit wurde 
in den 90er Jahren des 20. Jahrhunderts als Leukodystrophie beschrieben 
(Hanefeld et al., 1993; Schiffmann et al., 1994), welche autosomal-rezessiv vererbt 
wird und bereits im Kindesalter ausbricht (van der Knaap et al., 2006). 
 
1.1.4.3  Leukenzephalopathien 
Im Gegensatz zu den Leukodystrophien sind Leukenzephalopathien 
demyelinisierende Erkrankungen, die variable Ursachen haben und nicht genetisch 
bedingt sind (Weber & Köhler, 2010). Neben viralen Infektionen, insbesondere als 
Folge immunsupprimierender Behandlungen (Focosi et al., 2010; Hartung et al., 
2009) werden auch Umweltfaktoren und familiäre Prädispositionen (Compston & 
Coles, 2008; O'Brien et al., 2010; Hoffjan & Akkad, 2010) für 
Leukenzephalopathien verantwortlich gemacht. So ist z.B. die Progressive 
multifokale Leukenzephalopathie (PML) eine demyelinisierende Erkrankung des 
ZNS, die in Folge einer lytischen Virusinfektion von Oligodendrozyten fast 
ausschließlich bei immunsupprimierten Patienten auftritt (Focosi et al., 2010; 
Hartung et al., 2009; Major, 2010). Die PML ist seit den späten 60er Jahren des 20. 
Jahrhunderts bekannt. Seit den 1980er Jahren ist sie jedoch eine ernstzunehmende 
Komplikation der Infektion mit dem HI-Virus, da 85% der PML-Erkrankungen mit 
einer HIV-Infektion assoziiert sind und ca. 5% der an AIDS leidenden Patienten an 
PML erkranken (Focosi et al., 2010). Demyelinisierungen sind unter anderem auch 
für die Alzheimersche und Huntingtonsche Erkrankung beschrieben, werden aber 
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Abb. 1-3: Krankheitsmodell der Multiplen Sklerose. Aktivierte Th1-Zellen 
durchqueren die Blut-Hirn-Schranke und initiieren im ZNS eine 
proinflammatorische Immunantwort, welche die Demyelinisierung und 
den Verlust von Axonen, sowie Oligodendrozyten zur Folge hat 
(modifiziert nach Aktas et al., 2006). 
 
1.1.4.4  Multiple Sklerose 
Die MS ist häufigste inflammatorische demyelinisierende Erkrankungen des ZNS 
(Jahn et al., 2009; Nakahara et al., 2010; Weber & Köhler, 2010), welche in 
Nordamerika und Europa schätzungsweise 2.5 Millionen Menschen betrifft 
(Trapp & Nave, 2008). Im Fokus dieser Erkrankung steht die Schädigung der 
Myelinscheiden der Oligodendrozyten und die daraus resultierende 
Demyelinisierung der Axone (Zeis & Schaeren-Wiemers, 2008). Die Ursache der 
MS ist bisher nicht geklärt (Adibhatla & Hatcher, 2008; Trapp & Nave, 2008). 
Neben Umweltfaktoren (Compston & Coles, 2008) und der Aktivierung von 
Mikrogliazellen (Zeis & Schaeren-Wiemers, 2008) werden auch familiäre 
Prädispositionen als auslösende Faktoren diskutiert (O'Brien et al., 2010; Hoffjan 
& Akkad, 2010). Die Pathogenese der MS ist gekennzeichnet durch Anzeichen einer 
Autoimmunerkrankung (Aktas et al., 2006), die gegen Bestandteile des Myelins 
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gerichtet ist (Birnbaum, 1995), sowie durch oxidative Schädigung (siehe 1.3) 
(Gilgun-Sherki et al., 2004; van Horssen et al., 2011). 
Autoimmunerkrankungen sind definiert als klinische Syndrome, in denen ohne 
Infektion oder Pathogen T- oder B-Zellen aktiviert werden (Aktas et al., 2006). Als 
initiales Ereignis der MS wird das Einwandern autoreaktiver Lymphozyten, den 
Th1-Zellen, durch die Blut-Hirn-Schranke betrachtet (Aktas et al., 2006; Compston 
& Coles, 2008). Diese proinflammatorische Immunantwort der Th1-Zellen 
induziert im ZNS Demyelinisierung, und damit den Verlust von Axonen und 
Oligodendrozyten (Abb. 1-3) (Aktas et al., 2006), sowie die Aktivierung von 
Mikrogliazellen und die damit verbundene Freisetzung des pro-inflammatorischen 
Zytokins Tumornekrosefaktor α (TNFα) (Sanders & De Keyser 2007). In aktiven 
MS-Läsionen wurden nicht nur erhöhte TNFα-Gehalte nachgewiesen (Aktas et al., 
2006; Navikas et al., 1996; Rieckmann et al., 1995), sondern auch erhöhte Gehalte 
der Hämoxigenase-1 (HO-1) (siehe 1.4.2) (Schipper et al., 2009b). Das Binden von 
TNFα an seinen Zelloberflächenrezeptor vermittelt die Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species; ROS), was zu oxidativer 
Schädigung führen kann (Arrigo et al., 2002). So wurden in Läsionen von MS-
Patienten neurotoxisches 4-Hydroxynonenal (4-HNE) (Halliwell, 2006) 
nachgewiesen, was als Anzeichen für Lipidperoxidation im Verlauf der MS 
gedeutet wird (Adibhatla & Hatcher, 2008). Des Weiteren wurde gezeigt, dass in 
aktiven und chronischen MS-Läsionen die Expression astroglialer Neureguline 
verringert ist, was mit der erschwerten Remyelinisierung bei MS assoziiert wird 
(Viehover et al., 2001). TNFα wirkt nicht nur zellschädigend, sondern auch 
protektiv (Arnett et al., 2001; Chen & Goeddel, 2002). Seine ambivalente Wirkung 
ist vermutlich auf seine unterschiedliche Affinität zu den TNFα-Rezeptoren (TNFR) 
1 und 2 zurückzuführen. Die Mehrheit der TNFα-vermittelten zytotoxischen 
Effekte wird durch TNFR1 vermittelt (Arnett et al., 2001; Chen & Goeddel, 2002). 
Im Vergleich zum TNFR1 zeigt TNFα zum TNFR2, welcher mit protektiven Effekten 
des TNFα wie Zellwachstum oder Proliferation und weniger mit Zytotoxizität 
assoziiert ist, nur eine geringe Affinität (Arnett et al., 2001).  
Der Verlauf der MS ist heterogen und lässt sich in drei klassische 
Krankheitsverläufe gliedern: In ca. 85% der Fälle beginnt die MS als schubförmig 
remittierende MS (relapsing remitting MS; RRMS), welche von wiederkehrenden 
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Schüben gekennzeichnet ist, die bis zu mehreren Monaten andauern können und 
an deren Ende eine leichte Erholung der neurologischen Funktionen steht (Trapp 
& Nave, 2008). Dieser Verlauf kann über Jahre andauern, gleitet bei der Mehrzahl 
der Patienten nach 8 – 20 Jahren jedoch in die sekundäre progressive MS ab, 
welche durch kontinuierliche irreversible neurologische Retardierungen 
gekennzeichnet ist (Bradl & Lassmann, 2009; Trapp & Nave, 2008). In ca. 15% der 
Fälle nimmt die MS einen primären progressiven Verlauf, der weder durch 
remittierende Schübe, noch durch eine Erholung neuronaler Funktionen 
gekennzeichnet ist (Bradl & Lassmann, 2009; Miller & Leary, 2007; Trapp & Nave, 
2008). 
Die Behandlung der RRMS zielt auf die Verringerung der Schübe durch 
immunmodulierende Therapeutika. Seit den 1990er Jahren ist Interferon-β (IFN-
β) als Therapeutikum der RRMS etabliert (Vosoughi & Freedman, 2010), auch 
wenn seine genaue Wirkungsweise noch unklar ist (Fertl & Krichmayr, 2008; 
Gasperini et al., 2008). Vermutlich wirkt es inhibitorisch auf die 
Leukozytenproliferation, die Zytokinproduktion oder aber die Migration 
aktivierter T-Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke (Fertl & Krichmayr, 2008; 
Gasperini et al., 2008). 
Neben IFN-β ist Natalizumab seit 2006 als MS-Therapeutikum zugelassen 
(Friedrich & Eschenhagen, 2009). Natalizumab ist ein monoklonaler Antikörper, 
der durch das Binden an ein Integrin das Einwandern von Immunzellen in das ZNS 
moduliert (Coyle, 2010). Natalizumab wird zur Monotherapie für Patienten mit 
rasch voranschreitender RRMS eingesetzt (Hartung et al., 2009), allerdings wird es 
kontrovers diskutiert, da sein Einsatz mit dem Erwerb der PML diskutiert wird 
(Hartung et al., 2009). 
Neben den etablierten MS-Therapeutika IFN-β und Natalizumab befinden sich 
Medikamente zur Schubprophylaxe in klinischen Studien (Hartung et al., 2010; 
Straube, 2010). Fingolimod und Cladribin sind Medikamente, die sich zurzeit in 
klinischen Studien der Phase III befinden (Kappos et al., 2010; Giovannoni et al., 
2010). Beide überqueren die Blut-Hirn-Schranke (Hartung et al., 2010; Miron et al., 
2008) und verringern die Anzahl der Lymphozyten außerhalb der Lymphknoten 
(Hartung et al., 2010; Kappos et al., 2010; Straube, 2010). Der Vorteil dieser beiden 
Präparate ist ihre orale Verabreichung, die im Gegensatz zur subkutanen oder 
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intravenösen Verabreichung von IFN-β und Natalizumab eine Erleichterung für die 
Patienten darstellt (Straube, 2010), da orale MS-Therapeutika gegenwärtig noch 
nicht zur Verfügung stehen (Kieseier et al., 2009). 
Eine weitere Wirkstoffgruppe, die in den Fokus der möglichen MS-Therapeutika 
gerückt ist, sind die Ester der Fumarsäure (FAE) (Kieseier et al., 2009; Linker et al., 
2008; Moharregh-Khiabani et al., 2009; Rostami Yazdi & Mrowietz, 2008), die seit 
Jahrzehnten in der Behandlung der Psoriasis, einer Autoimmunerkrankung der 
Haut, eingesetzt werden (Nieboer et al., 1989; Rostami Yazdi & Mrowietz, 2008) 
und derzeit in klinischen Studien der Phase III für die Behandlung der RRMS 
getestet werden (Gold et al., 2011; Kappos et al., 2008; Vosoughi & Freedman, 
2010) (siehe 1.5).  
 
1.1.5  OLN-93-Zellen als Modellsystem für Oligodendrozyten 
Um die Eigenschaften von Oligodendrozyten in vitro zu untersuchen, haben sich 
Zellkultursysteme als ein Mittel der Wahl etabliert. Eines dieser Zellkultursysteme 
sind OLN-93-Zellen, spontan transformierte und aus oligodendroglialen Kulturen 
isolierte Zellen, welche die Eigenschaften unreifer Oligodendrozyten aufweisen 
(Richter-Landsberg & Heinrich, 1996). OLN-93-Zellen exprimieren mit NG2 einen 
Marker undifferenzierter OPCs (Buckinx et al., 2009; Steiner et al., 2011), wenn 
gleich sie für A2B5 negativ sind (Richter-Landsberg & Heinrich, 1996). In 
Kulturmedium mit 10% fötalem Kälberserum zeigen OLN-93-Zellen eine bipolare 
Morphologie, die der Morphologie sich differenzierender Vorläuferzellen 
entspricht (Richter-Landsberg & Heinrich, 1996; Buckinx et al., 2009). Studien der 
Expression von Markerproteinen differenzierter Oligodendrozyten in OLN-93-
Zellen zeigten, dass die Zellen CNP (Buckinx et al., 2009; Smolders et al., 2010), 
MAG (Richter-Landsberg & Heinrich, 1996; Buckinx et al., 2009), GalC, MBP, sowie 
PLP exprimieren (Richter-Landsberg & Heinrich, 1996). Die Inkubation der Zellen 
mit Serum-reduziertem Kulturmedium induziert die Differenzierung der Zellen auf 
morphologischer Ebene, führt jedoch nicht zur veränderten Expression der 
Markerproteine MBP, MAG und PLP (Richter-Landsberg & Heinrich, 1996; Buckinx 
et al., 2009). Die Proteinexpression des Myelin-Oligodendrozyten-Glykoproteins, 
sowie des astroglialen Markers GFAP konnte in OLN-93-Zellen nicht nachgewiesen 
werden (Richter-Landsberg & Heinrich, 1996; Buckinx et al., 2009). 
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Als Zellkultursystem sich differenzierender oligodendroglialer Zellen (Richter-
Landsberg & Heinrich, 1996), wurden OLN-93-Zellen für Untersuchungen der 
oligodendroglialen Differenzierung (Buckinx et al., 2009; Smolders et al., 2010; van 
Meeteren et al., 2005) sowie als Wirtszellen für Proteinüberexpressionsstudien 
(Bauer & Richter-Landsberg, 2006; Bolhuis & Richter-Landsberg, 2010; Goldbaum 
et al., 2003; Kragh et al., 2009; Riedel et al., 2009; Riedel et al., 2010) genutzt. OLN-
93-Zellen wurden für Studien der Hitzeschockantwort oligodendroglialer Zellen 
verwendet (Bauer & Richter-Landsberg, 2006; Bolhuis & Richter-Landsberg, 2010; 
Goldbaum et al., 2003; Stahnke et al., 2007), sowie für die Untersuchung der 
Schädigung oligodendroglialer Zellen durch oxidativen Stress (Brand et al., 2010; 
Ernst et al., 2004; Stahnke et al., 2007), auch in Abhängigkeit von Eisen (Brand et 
al., 2008). Weitere Arbeiten fokussierten auf die Effekte von Eisen auf die 
Zellproliferation (Hohnholt et al., 2010), die Untersuchung der Auswirkungen von 
Cytokinen auf die zelluläre Vitalität (Burgmaier et al., 2000; Holzknecht & Röhl, 
2010) und die Konsequenzen einer Hypoxie (Gerstner et al., 2006; Gerstner et al., 
2007; Kaur et al., 2010; Stark et al., 2008). Des Weiteren wurden OLN-93-Zellen für 
vergleichende Studien mit sekundären Oligodendrozytenkulturen genutzt 
(Gerstner et al., 2007; Stahnke et al., 2007). 
 
1.2   Eisen und Eisenstoffwechsel von Oligodendrozyten 
Eisen ist ein essentielles Spurenelement und als Komponente von Hämgruppen 
und Eisen-Schwefel (Fe-S-)-Komplexen essentiell für den Sauerstofftransport im 
Blut bzw. den Elektronentransport in der mitochondrialen Atmungskette 
(Richardson et al., 2010). Somit ist die aerobe ATP-Synthese des Organismus von 
Eisen abhängig. Eisenmangel führt zu einer Reihe von Komplikationen, von 
Lernstörungen bei Kindern, über Müdigkeit bis hin zu Problemen in der 
Schwangerschaft und Defiziten in der Myelinisierung (Rosato-Siri et al., 2010; 
Todorich et al., 2009; Gautam et al., 2008). Ein Zuviel an Eisen kann in Gegenwart 
von Wasserstoffperoxid zur Bildung von Hydroxylradikalen in der Fenton-
Reaktion und somit zu Eisen-verstärktem Peroxidstress beitragen und damit 
Eisen-katalysierten oxidativen Stress begünstigen (siehe 1.3.1) (Dringen et al., 
2007). Zelluläre Eisengehalte müssen daher streng kontrolliert werden, was z.B. 
durch die Regulation der zellulären Eisenaufnahme und Eisenspeicherung 
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geschieht (Hentze et al., 2004).  
Der zelluläre Eisenbedarf ist abhängig vom Metabolismus und der Funktion der 
Zelle. Ein Vergleich der Eisengehalte neuraler Zellen zeigte, dass Oligodendrozyten 
den höchsten Eisengehalt im Gehirn aufweisen (Connor & Menzies, 1996), der 
unter Zellkulturbedingungen ca. 20-fach höher sein kann, als der von Astrozyten 
(Thorburne & Juurlink, 1996). Dies ist vermutlich durch die hohe metabolische 
Aktivität der Oligodendrozyten (Todorich et al., 2009), aber auch durch ihre 
Myelinsynthese bedingt, da viele metabolische und Myelin-synthetisierende 
Enzyme Eisen als Kofaktor benötigen (Badaracco et al., 2008; McTigue & Tripathi, 
2008; Todorich et al., 2009). Eisenmangel während der Entwicklung führt im 
Gehirn daher zur Hypomyelinisierung, was bei betroffenen Kindern mit 
Verhaltensauffälligkeiten und kognitiven Einschränkungen einhergeht (Todorich 
et al., 2009). 
Wichtige Rollen bei der Differenzierung der Oligodendrozyten spielen das 
Eisentransportprotein Transferrin und das Eisenspeicherprotein Ferritin 
(siehe 1.1.3) (Todorich et al., 2009; Todorich et al., 2011; Zhang et al., 2006). Die 
Differenzierung von OPCs korreliert mit dem Höchstwert der Transferrin- und 
Ferritingehalte (Badaracco et al., 2008). Das Gehirn ist das einzige Organ, in dem 
postnatal ein Anstieg der Transferrin-mRNA erfolgt, welcher mit der 
Oligodendrozytenreifung einhergeht (Todorich et al., 2009). So wurde gezeigt, dass 
Transferrin-Überexpression die Differenzierung der Oligodendrozyten 
beschleunigt und zu erhöhten Gehalten der Myelinproteine CNPase, MBP, und 
MAG, sowie von Galakto- und Phospholipiden führt (Todorich et al., 2009). 
Eisendefizite führten dagegen zu einer Abnahme der Transferrinexpression (Ortiz 
et al., 2004), was mit einer Abnahme der Gehalte von Myelinproteinen (MBP, PLP), 
sowie von Galakto- und Phospholipiden und Cholesterol korreliert (Badaracco et 
al., 2008). Die Eisengehalte wirken sich daher auf die Proliferation der OPCs aus 
(Morath & Mayer-Pröschel, 2001), da pränatale Eisendefizite nicht nur die 
Proliferation glialer Zellen beeinflusst, sondern auch das Heranreifen der 
Oligodendrozyten aus OPCs (Rosato-Siri et al., 2010). Eisendefizite führten in 
Oligodendrozyten in vitro ferner zu einer Abnahme von Ferritingehalten und 
einem damit verbundenen Verlust der Differenzierung (Badaracco et al., 2010), 
sowie einem Verlust der mitotischen Aktivität von OLN-93-Zellen (Hohnholt et al., 
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2010). Während Ferritin und Eisen essentiell für die Myelinisierung sind (Zhang et 
al., 2006), wurde post-differenzial eintretende Eisendeffizienz, z.B. durch 
Kalorienrestriktion, als protektiv vor Eisenablagerungen im Gehirn beschrieben, 
was im Verlauf des Alterungsprozesses von Rhesusaffen mit einer signifikant 
verringerten Beeinträchtigung der Bewegungsfunktionen korrelierte (Kastman et 
al., 2010). Ihr hoher zellulärer Eisengehalt und ihre hohe metabolische Aktivität 
bedingen, dass Oligodendrozyten anfällig für die Schädigung durch oxidativen 
Stress sind (McTigue & Tripathi, 2008; Smith et al., 1999), weshalb die zellulären 
oligodendroglialen Eisengehalte besonders zu Beginn der Differenzierung streng 
kontrolliert werden müssen.  
 
1.3   Oxidativer Stress und antioxidative Mechanismen 
1.3.1   Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress 
Der aerobe Energiestoffwechsel ermöglicht im Vergleich zu Fermentations-
Stoffwechselwegen eine 20-fach höhere Energieausbeute. Die ATP-Synthese über 
die mitochondriale Atmungskette führt jedoch zu einer kontinuierlichen Bildung 
von Peroxiden, welche zellulär durch Peroxid-entgiftende Prozesse abgebaut 
werden (Dringen et al., 2005). Die Konsequenz eines Ungleichgewichts in der 
Generierung und Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zugunsten der 
ROS-Bildung ist ein Anstieg der zellulären ROS-Gehalte, was in oxidativem Stress 
resultieren und zu oxidativer Schädigung führen kann (Dringen et al., 2005). ROS 
werden nicht nur während der kontinuierlichen Prozesse der oxidativen 
Phosphorylierung gebildet. Agentien, die die Bildung von ROS erhöhen oder aber 
ihren Abbau erschweren, tragen ebenso zum oxidativen Stress bei wie 
denaturierende Bedingungen oder inflammatorische Prozesse, z.B. vermittelt 
durch TNFα (Arrigo et al., 2002; Sanders & De Keyser, 2007). 
Oxidativer Stress im ZNS wird mit Alterungsprozessen (Oliveira et al., 2010) und 
neurologischen Erkrankungen (Gonsette, 2008; Adibhatla & Hatcher, 2008) 
assoziiert. Neurologische Erkrankungen, die mit oxidativem Stress assoziiert sind, 
sind z.B. die Alzheimersche Erkrankung, die MS, oder die Huntingtonsche 
Erkrankung (Gonsette, 2008; Rivera-Mancía et al., 2010). ROS führen zur 
 zellulären Schädigung, wie z.B. DNA-Oxidation oder Lipidperoxidation (Halliwell & 
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Chirico, 1993), sowie zu Veränderungen der zellulären glykolytischen Aktivität 
(Colussi et al., 2000; Liddell et al., 2009).  
Die Bildung von ROS erfolgt kontinuierlich im aeroben Metabolismus (Gonsette, 
2008). Die meisten der in der Atmungskette transferierten Elektronen werden 
durch den Komplex IV, der Cytochrom-C-Oxidase, in einem 4-Elektronen-Transfer 
auf Sauerstoff übertragen, was zur Bildung von zwei Mol H2O pro ein Mol O2 führt. 
Der Elektronentransport durch die Atmungskette erfolgt jedoch nicht perfekt, so 
dass Schätzungen zu Folge bis zu 5% der Elektronen der Atmungskette einzeln auf 
Sauerstoff übertragen werden und damit zur Bildung von  führen (Halliwell, 
1992). Dies geschieht in erster Linie am Komplex I und am Komplex III der 
Atmungskette (Turrens, 1997).  selbst ist nur moderat toxisch, da es nur mit 
wenigen biologischen Molekülen direkt reagiert (Halliwell & Gutteridge, 2007). 
Das schädigende Potential von  ist durch seine Reaktionen mit anderen 
Radikale gegeben, wie z.B. in seiner Reaktion mit  zum Peroxinitrit ( ) 
(Adibhatla & Hatcher, 2008) oder mit Fe-S-Komplexen (Halliwell & Gutteridge, 
2007). Um dies zu vermeiden, wird  durch die Superoxiddismutasen (SOD) in 
O2 und H2O2 disproportioniert. 
H2O2 ist das häufigste zelluläre Peroxid (Dringen et al., 2005) und im Gegensatz 
zum  membranpermeabel (Bienert et al., 2006; Halliwell 1992; Halliwell & 
Gutteridge, 2007). H2O2 wird nicht nur in der Disproportionierung von  durch 
  
 
Abb. 1-4: Bildung und Entgiftung von Superoxid und Wasserstoffperoxid. 
Das in der Atmungskette oder durch Xanthinoxidase gebildete Superoxid 
wird durch Superoxiddismutasen (SOD) disproportioniert und das daraus 
resultierende Wasserstoffperoxid durch Katalase und/oder Glutathion-
peroxidase (GPx) entgiftet. Die Glutathionreduktase (GR) reduziert GSSG 
durch Oxidation von NADPH zu GSH, welches der GPx als Substrat wieder 
zur Verfügung steht (modifiziert nach Dringen, 2000).  
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Fe2+ + H2O2    Fe3+ +  +  (1) 
Fe3+ +    Fe2+ + O2  (2) 
Abb. 1-5: Eisen-vermittelte Bildung von  aus H2O2 in der Fenton-
Reaktion. H2O2 reagiert zusammen mit Fe
2+ in der Fenton-Reaktion zu Fe3+, 
Hydroxylradikal und Hydroxylanion (1). Fe3+ wird durch zelluläres , aber 
auch durch Ascorbat, zu Fe2+ reduziert (2) und steht so der Fenton-
Reaktion erneut zu Verfügung. 
 
SOD, sondern auch in der oxidativen Desaminierung durch Monoaminoxidasen 
gebildet (Dringen et al., 2005) (Abb. 1-4). Auch wenn H2O2 in der Literatur den ROS 
zugeordnet wird (Adibhatla & Hatcher, 2008; Bienert et al., 2006; Halliwell, 2006), 
zählt es aufgrund fehlender ungepaarter Elektronen nicht zu den Radikalen 
(Halliwell, 1992). H2O2 kann mit Fe2+ oder Cu+ zu  und  in der Fenton-
Reaktion reagieren (Abb. 1-5) (Adibhatla & Hatcher, 2008), was es zu einem 
Vorläufer für das hochsensitive Hydroxylradikal macht (Halliwell, 1992). Des 
Weiteren kann H2O2 zu Veränderungen von Signaltransduktionswegen führen 
(Rhee, 2006). Insbesondere , nicht jedoch H2O2 oder , sind für 
Oxidationsprozesse und die damit verbundene Schädigung von DNA und Lipiden 
verantwortlich (Halliwell & Chirico, 1993). Die hohe Reaktivität von  wird beim 
Betrachten seines Diffusionsradius deutlich. Dieser beträgt durchschnittlich 
0.3 nm, bevor es mit anderen Molekülen reagiert (Smith et al., 1999). 
Lipidperoxidation ist die Konsequenz der Oxidation mehrfach ungesättigter Lipide, 
z.B. durch , ,  oder  (Halliwell & Gutteridge, 2007) zu 
Lipidperoxiden, in deren Folge es zu einem Verlust der Membranintegrität und 
-fluidität, zur gesteigerten Membranpermeabilität, aber auch zur Inhibition 
metabolischer Prozesse und Veränderungen im Ionentransport kommt (Adibhatla 
& Hatcher, 2008; Halliwell & Gutteridge, 2007). Die durch Lipidperoxidation 
gebildeten -Radikale sind unstabil und degradieren in mehreren Wegen. So 
führte ihre Spaltung zur Bildung von α,β-ungesättigten Aldehyden, die entweder 
eine Retroaldolspaltung erleiden oder zu 4-Hydroxyalkenalen, wie 4-HNE 
rearrangiert werden. α,β-ungesättigten Karbonyle reagieren mit Nukleophilen in 
Michael-Reaktionen und tragen daher zur Veränderung von Proteinen bei 
(Spiteller, 2007) aber auch zur Glutathion-Verarmung in Glutathion-S-Transferase 
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(GST)-vermittelten Entgiftungsprozessen (Adibhatla & Hatcher, 2007). Im Hinblick 
auf die hohen zellulären Eisengehalte und den hohen Lipidanteil des Myelins sind 
Oligodendrozyten besonders anfällig für die Schädigung durch oxidativen Stress 
(Smith et al., 1999), so dass antioxidative Mechanismen hier von besonderer 
Bedeutung sind.  
 
1.3.2.  Antioxidative Mechanismen 
Das Aufrechterhalten antioxidativer Prozesse ist besonders für das menschliche 
Gehirn essentiell, da dies im Vergleich zum restlichen Organismus 20% des 
insgesamt benötigten Sauerstoffs bedarf (Hirrlinger & Dringen, 2010; Magistretti, 
2006), auch wenn es nur 2 - 3% des Gesamtgewichts des Körpers ausmacht 
(Dringen, 2000; Ravera et al., 2009). Im Hinblick darauf, dass bis zu 5% der 
gesamten Elektronen der Atmungskette vereinzelt auf Sauerstoff übertragen 
werden (Halliwell, 1992) bedeutet dies, dass schätzungsweise 1% des gesamten 
konsumierten O2 im Gehirn des Menschen zu  wird (Höpken, 2005). Somit sind 
antioxidative Prozesse in Gehirn von entscheidender Bedeutung. Ein Vergleich der 
Peroxidentgiftungskapazität neuraler Zellen zeigte, dass diese in Oligodendrozyten 
am höchsten ist (Dringen et al., 2005; Hirrlinger et al., 2002b). Der Grad der 
oxidativen Schädigung von Oligodendrozyten hängt jedoch vom Grad ihrer 
Differenzierung ab (Back et al., 1998; Gerstner et al., 2006). So wurde gezeigt, dass 
unreife, undifferenzierte Oligodendrozyten, wie sie z.B. im Gehirn von 
Frühgeborenen vorkommen, anfälliger für die Schädigung durch oxidativen Stress 
sind, als reife, MBP-exprimierende Oligodendrozyten (Volpe, 2001). Die höhere 
Anfälligkeit differenzierender Oligodendrozyten gegenüber oxidativem Stress ist 
vermutlich auf die unvollständig entwickelten antioxidativen Mechanismen 
während der Oligodendrozytenreifung zurückzuführen (Baud et al., 2004). 
Für die Entgiftung zellulärer Peroxide im Gehirn sind neben dem Harnsäure- und 
Ascorbinsäuresystem (Gonsette, 2008), zwei Enzyme essentiell (Dringen et al., 
2005): Zum einen disproportioniert die Katalase H2O2 zu Wasser und Sauerstoff, 
zum anderen reduziert die Glutathionperoxidase Peroxide, wie H2O2 oder 
Lipidperoxide, durch Oxidation von Glutathion (Abb. 1-4) (Smith et al., 1999).  
Die Katalase ist ein in den Peroxisomen lokalisiertes Enzym, das eine zelltyp-
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abhängige Aktivität aufweist. So enthalten Oligodendrozyten-reiche Sekundär-
kulturen eine wenigsten doppelt so hohe spezifische Katalase-Aktivität wie 
Kulturen von Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen (Hirrlinger et al., 2002b). 
Studien zur Katalase-Aktivität in differenzierenden Oligodendrozyten zeigten, dass 
diese im Verlauf der Differenzierung unverändert bleibt (Baud et al., 2004).  
Das Tripeptid Glutathion (GSH; -L-Glutamyl-L-Cysteinylglycin) ist das häufigste 
zelluläre niedermolekulare Thiol (Forman et al., 2009) und kommt in den Zellen 
des Gehirns in millimolaren Konzentrationen vor (Schmidt & Dringen, 2011). Der 
GSx (n[GSx] = n[GSH] + 2n[GSSG])-Gehalt variiert in Abhängigkeit von Spezies und 
Gehirnregion, sowie in Abhängigkeit des betrachteten Zelltyps (Schmidt & Dringen, 
2011). So sind für Astrozyten in vitro zelluläre GSx-Gehalte von 8 mM, respektive 
36.1 ± 8.4 nmol/mg Protein gezeigt (Dringen & Hamprecht, 1998; Schmidt, 2010). 
Für Oligodendrozyten wurden dagegen sowohl deutlich geringere (ca. 13 nmol/mg 
Protein; Juurlink et al., 1998), als auch zu Astrozyten vergleichbare GSx-Gehalte 
gezeigt (33.0 ± 8.2 nmol/mg Protein; Hirrlinger et al., 2002b).  
GSH erfüllt im Gehirn eine Vielzahl von Funktionen (Schmidt & Dringen, 2011), die 
wichtigsten sind jedoch die des Radikalfängers und des Substrats für GST-
vermittelte Entgiftungsreaktionen (Schmidt & Dringen, 2011). GSH wird durch die 
ATP-abhängigen Reaktionen der beiden Enzyme Glutamat-Cysteinligase und 
Glutathionsynthetase gebildet. Hierbei bildet die Glutamat-Cysteinligase aus 
Glutamat und Cystein zunächst das Dipeptid -GluCys, dem dann durch die 
Glutathionsynthetase Glycin hinzugefügt wird. GSH kann zum einen mit Peroxiden 
in Glutathionperoxidase-vermittelten Reaktionen zum Glutathiondisulfid (GSSG) 
reagieren, welches durch die Glutathionreduktase wieder zu GSH reduziert werden 
kann. Zum anderen kann GSH mit endogenen Substanzen und Xenobiotika (X) in 
GST-vermittelten Reaktionen konjugieren. Für Astrozyten wurde gezeigt, dass der 
Export von GSH, GSSG und GS-X-Konjugaten hauptsächlich durch das multidrug 
resistance protein 1 (Mrp1) vermittelt ist (Hirrlinger et al., 2001; Hirrlinger et al., 
2002c; Tulpule & Dringen, 2011; Waak & Dringen, 2006). Auch für 
Oligodendrozyten-reiche Sekundärkulturen wurde die Expression der Mrp1 mRNA 
gezeigt (Hirrlinger et al., 2002a), die spezifische Exportgeschwindigkeit zellulären 
GSH beträgt unter Basalbedingungen im Vergleich zu Astrozyten jedoch nur ca. 
30% (Hirrlinger et al., 2002c). 
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Die Glutathionperoxidase reduziert zelluläres Wasserstoffperoxid (bzw. 
Lipidperoxide) unter Oxidation von GSH zu Wasser (bzw. zu Alkoholen) (Smith et 
al., 1999). Oligodendrozyten in Kultur haben im Vergleich zu anderen neuralen 
Zellen die höchste spezifische Glutathionperoxidase- und Glutathionreduktase-
Aktivität (Hirrlinger et al., 2002b). Im Gegensatz zu anderen Zelltypen des Gehirns 
(Dringen & Hamprecht, 1997), können Glutathionperoxidase oder Katalase in 
Oligodendrozyten die Funktion des jeweils anderen Enzyms nicht kompensieren, 
so dass der antioxidative Schutz oligodendroglialer Zellen nur bei gleichzeitiger 
Aktivität von Glutathionperoxidase und Katalase gegeben ist (Baud et al., 2004). 
Die Anfälligkeit für oxidative Schädigung von Oligodendrozyten nimmt im Verlauf 
der Differenzierung ab (Back et al., 1998; Gerstner et al., 2006). Dies liegt 
vermutlich an dem Anstieg der oligodendroglialen Glutathionperoxidase-
Expression und -Aktivität (Baud et al., 2004), sowie an einer Zunahme der 
Glutathionreduktase-Aktivität im sich entwickelnden Gehirn (Brannan et al., 
1981). 
Neben den oben beschriebenen antioxidativen Schutzmechanismen verfügen 
Zellen über protektive Proteine (z.B. Hitzeschockproteine; siehe 1.4), die sie vor 
schädigenden Stimuli wie oxidativem Stress schützen können (Arrigo et al., 2005a; 
Goldbaum & Richter-Landsberg, 2001). 
 
1.4   Hitzeschockproteine 
Hitzeschockproteine (HSPs) sind Chaperone, die zum einen denaturierte Proteine 
renaturieren bzw. sie der Degradation durch das 26S-Proteasom zuführen, aber 
auch die Faltung nativer Protein katalysieren (Lanneau et al., 2010). Sie werden 
sowohl konstitutiv exprimiert, als auch durch zahlreiche Stimuli wie z.B. 
Hyperthermie (Goldbaum & Richter-Landsberg, 2001; Haslbeck et al., 2005), die 
Inhibierung des proteasomalen Systems (Goldbaum et al., 2003), oxidativen Stress 
(Goldbaum & Richter-Landsberg, 2001) und weitere Faktoren selektiv induziert 
(Diller, 2006; Richter-Landsberg & Goldbaum, 2003). Eine Induktion von HSPs in 
Zellen ist häufig mit dem Erwerb einer erhöhten Stresstoleranz gegenüber 
nachfolgenden, schädlichen Stimuli (Diller, 2006; Richter-Landsberg & Goldbaum, 
2003) und dem Schutz vor Apoptose verbunden (Calderwood & Ciocca, 2008).  
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Es wird zwischen der Gruppe der hochmolekularen HSPs (molekulare Masse von 
60 - 100 kDA) und der Gruppe kleiner HSPs (engl.: small heat shock protein(s), 
sHSP(s)) (12 - 43 kDA) unterschieden (Haslbeck et al., 2005; Richter-Landsberg & 
Goldbaum, 2003). Die Funktionen der hochmolekularen HSPs werden durch 
Cochaperone vermittelt, welche ATP- oder ADP-abhängig an das HSP binden 
(Lanneau et al., 2010). Im Gegensatz dazu arbeiten sHSPs ATP-unabhängig 
(Lanneau et al., 2010). Die Funktionen der sHSPs werden durch die 
Oligomerisierung einzelner Untereinheiten determiniert, welche durch die 
Phosphorylierung selektiver Serinreste moduliert wird (Lanneau et al., 2010; 
Mounier & Arrigo, 2002).  
Die sHSPs sind die evolutionär am weitesten verbreiteten und am höchsten 
konservierten Chaperone (Haslbeck et al., 2005). Es sind neun sHSPs bekannt, 
welche als HSPB1-9 bezeichnet werden (Kostenko & Moens, 2009). Die Mitglieder 
der sHSP Familie unterscheiden sich in den C- und N-terminalen Enden, sind aber 
alle durch das Vorkommen der hoch konservierten α-Crystallin-Domäne 
gekennzeichnet, welche reich an β-Faltblattstrukturen ist und die 
Oligomerisierung der Untereinheiten vermittelt (Haslbeck et al., 2005).  
 
1.4.1  Das kleine Hitzeschockprotein 27 
Das sHSP HSPB1 wird aufgrund seiner molekularen Masse auch als HSP27 
bezeichnet (Kostenko & Moens, 2009). Es wird konstitutiv in Astrozyten 
exprimiert (Goldbaum et al., 2009) und kann in Gliazellen durch oxidativen Stress, 
Zytokine (D'Souza et al., 1994; Yu et al., 2008), Ischämie, Hyperthermie, 
Verletzungen des ZNS (Franklin et al., 2005), sowie der Akkumulation geschädigter 
Proteine (Doshi et al., 2010) induziert werden. Erhöhte HSP27-Gehalte wurden in 
Astrozyten und Oligodendrozyten in Gehirnläsionen von MS-Patienten gefunden 
(Aquino et al., 1997). Sein murines Homolog ist das HSP25 (Kostenko & Moens, 
2009). 
Die Oligomerisierung der HSP27-Monomere ist durch die α-Crystallin-Domäne 
vermittelt (Kostenko & Moens, 2009) und führt zur Bildung von 200 bis 800 kDa-
großen Oligomeren, die sich aus 12 bis 40 Monomeren zusammensetzen (Rogalla 
et al., 1999). Die Oligomerisierung ist nicht auf die Monomere des HSP27 
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beschränkt. Viel mehr können sich auch Heteromere von HSP27 mit HSP20 
(Kostenko & Moens, 2009) und αB-Crystallin (Welsh & Gaestel, 1998) bilden. 
HSP27 besitzt drei Phosphorylierungsstellen an den Serinresten 17, 78 und 82 
(Kostenko & Moens, 2009), welche als Reaktion auf extrazelluläre Stressstimuli 
durch die p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) und weitere Aktivierung 
der MAPK-aktivierten Proteinkinasen 2 und 3 phosphoryliert (Rogalla et al., 1999) 
und durch Proteinphosphatase 2A und 2B dephosphoryliert werden (Doshi et al., 
2010). Die Aktivierung der p38-MAPK-Kaskade erfolgt unter anderem durch 
oxidativen Stress, proinflammatorische Zytokine und proteasomale Inhibition 
(Doshi et al., 2010). Die Phosphorylierung der HSP27-Monomere führt zu einer 
Abnahme der Größe der Oligomere, was wiederum deren Funktion bestimmt 
(Doshi et al., 2010) und mit einer Verringerung der Chaperonaktivität des HSP27 
korreliert (Rogalla et al., 1999). Der durch Phosphorylierung vermittelte Zerfall 
der HSP27-Oligomere kann somit einen Weg für die ATP-unabhängige Freisetzung 
potentiell gebundener Proteine darstellen (Rogalla et al., 1999). 
HSP27 interagiert auch mit verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts (Hino et 
al., 2000; Perng et al., 1999). Hierbei ist insbesondere die Interaktion von HSP27 
mit Aktin von Interesse (Chen et al., 2006; Huot et al., 1996; Lavoie et al., 1995; 
Mounier & Arrigo, 2002), welches essentiell für Endo- und Exozytose, die 
Morphologie und die Zytokinese ist (Mounier & Arrigo, 2002). 
Überexpressionsstudien zeigten, dass HSP27 stabilisierend auf das Aktin-
Zytoskelett wirkt (Mounier & Arrigo, 2002) und so L929-Mausfibroblasten vor 
zellschädigenden Inkubationsbedingungen wie oxidativem Stress, der Exposition 
von TNFα (Mehlen et al., 1995) oder Hyperthermie schützt (Mounier & Arrigo, 
2002). Dies wurde auf eine phosphorylierungsabhängige Stabilisierung des Aktin-
Zytoskeletts zurückgeführt (Doshi et al., 2010; Huot et al., 1996; Mounier & Arrigo, 
2002). Als weitere protektive Mechanismen wurden die Erhöhung zellulärer GSx-
Gehalte (Aloy et al., 2008; Mehlen et al., 1996, Parcellier et al., 2005), die 
Stabilisierung zellulärer GSH-Gehalte (Arrigo et al., 2005b), sowie die Erniedrigung 
der zellulären Eisengehalte beschrieben (Arrigo et al., 2005b; Chen et al., 2006). 
HSP27 wird daher als protektiv vor Schädigung durch oxidativen Stress und TNFα 
diskutiert (Arrigo et al., 2007; Rogalla et al., 1999). Ferner wird der hohe basale 
HSP25/27-Gehalt von Astrozyten als Grund ihrer erhöhten Stresstoleranz 
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gegenüber oxidativem Stress diskutiert (Goldbaum et al., 2009). 
 
1.4.2  Hämoxigenase-1 
Häm ist ein essentieller Bestandteil von Hämproteinen, wie z.B. Cytochromen oder 
Hämoglobin (Ajioka et al., 2006) und besteht aus einem Protoporphyrin IX-Ring, in 
dessen Zentrum ein Fe2+ gebunden ist (Gozzelino et al., 2010). Die Degradation von 
Häm wird durch Hämoxigenasen (HO) katalysiert (Otterbein, 2009). HOs gehören 
zur Familie der HSPs, unterscheiden sich von ihnen aber durch ihre enzymatische 
Aktivität (Richter-Landsberg & Goldbaum, 2003). Menschen und Nager 
exprimieren zwei funktionelle Isoformen der HO (Richter-Landsberg & Goldbaum, 
2003), die induzierbare HO-1 (molekulare Masse von 32 kDa), und die konstitutiv 
exprimierte und nicht induzierbare HO-2 (molekulare Masse von 36 kDa) 
(Gozzelino et al., 2010). Bei dem ebenfalls beschriebenen HO-3-Gen handelt es sich 
vermutlich um ein Pseudogen der HO-2, welches kein funktionelles Protein kodiert 
(Hayashi et al., 2004). Die HO-1 oxidiert Häm zu äquimolaren Mengen freien 
Eisens, Kohlenmonoxid und Biliverdin (Gozzelino et al., 2010; Richter-Landsberg & 
Goldbaum, 2003; Soares & Bach, 2009). Letzteres wird wiederum durch die 
Biliverdinreduktase zu Bilirubin reduziert (Soares & Bach, 2009) und weist 
antioxidative Eigenschaften auf (Richter-Landsberg & Goldbaum, 2003). 
Die HO-1 wird durch oxidativen Stress induziert (Bauer et al., 2008; Gozzelino et 
al., 2010; Stahnke et al., 2007), aber auch durch eine Vielzahl von Substanzen, wie 
z.B. Häm (Verma et al., 1993), Sialinsäure/Aspirin, Statine, Interleukin-10, NO 
(Gozzelino et al., 2010), ,β-ungesättigte Elektrophile wie 4-HNE, 15-deoxy- 12,14-
Prostaglandin J2 (Zhang & Forman, 2009) oder Fumarsäuredialkylester (Lehmann 
et al., 2007). HO-1 gehört zu der Klasse der detoxifizierenden Phase-II-Enzyme 
(Syapin, 2008), welche unter anderem in Abhängigkeit von Nrf2 und antioxidative 
response elements durch oxidativen Stress induziert werden (Itoh et al.1997; Zhang 
& Forman, 2009). Derzeit ist nicht geklärt, wie manche dieser Substanzen die 
Expression der HO-1 induzieren (Gozzelino et al., 2010). Möglicherweise wirken 
sie auf die HO-1-Expression über die Inhibierung von Bach1, einem 
Transkriptionsrepressor von HMOX1, dem Gen der HO-1. Die Inhibierung von 
Bach1 hätte demnach die Aktivierung von HMOX1-Transkriptionsfaktoren zur 
Folge, was Bach1 zu einem therapeutischen Ziel in der Unterdrückung der 
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Pathogenese einer Reihe von immun-vermittelten inflammatorischen 
Erkrankungen machen könnte (Gozzelino et al., 2010). 
Die Induktion der HO-1 ist in einer Reihe von neurologischen Erkrankungen 
nachgewiesen worden, wie MS (siehe 1.1.4.4), der Parkinsonschen oder der 
Alzheimerschen Erkrankung (Schipper et al., 1998; Schipper, 2004; Schipper, 
2011). Die Funktion der beobachteten Induktion der HO-1 bei neurologischen 
Erkrankungen wird kontrovers diskutiert (Bauer et al., 2008; Schipper, 2000; 
Stahnke et al., 2007), da sowohl ihre Überexpression (Schipper et al., 2009a; Song 
et al., 2006) als auch ihre Inhibierung (Chora et al., 2007; Otterbein, 2009) mit 
Zellschädigung in Zusammenhang steht, so dass ihre protektive Wirkung 
womöglich nur in einem streng definierten Expressionsbereich gegeben ist (Bauer 
et al., 2008).  
Potentielle protektive Funktionen der HO-1-Induktion sind möglicherweise auf die 
antioxidativen Eigenschaften des Produktes Bilirubin zurückzuführen (Richter-
Landsberg & Goldbaum, 2003; Sharp et al., 1999) oder womöglich auch CO 
vermittelt (Chora et al., 2007; Gozzelino et al., 2010; Otterbein, 2009). CO ist ein 
farb- und geruchsloses Gas, welches durch seine Bindung an Häm-enthaltende 
Proteine toxisch wirkt (Moon et al., 2010). CO wird allerdings auch als parakriner 
Wasser- und Lipid-löslicher Neurotransmitter diskutiert (Nicholls et al., 2001), 
welcher in sublethalen Konzentrationen (5 - 10% der letalen) mit einer Reihe anti-
apoptotischer Effekte assoziiert ist (Otterbein, 2009).  
Protektive Effekte der HO-1 sind auch assoziiert mit einer Reihe von zellulären 
Signaltransduktionskaskaden, wie der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K/Akt)-
Signaltransduktionskaskade, der p38-MAPK-Signaltransduktionskaskade oder 
NFκB (Gozzelino et al., 2010). So unterbindet HO-1 die Phosphorylierung eines 
Mitglieds der NFκB-Familie und wirkt so inhibierend auf seine Aktivität ohne mit 
der Expression zytoprotektiver Gene zu interferieren, führt die proapoptotische 
MAPK-Isoform dem 26S-Proteasom zu und induziert die Expression 
antiapoptotischer Gene durch den PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg (Gozzelino et 




   
34 
1.5   Fumarsäureester  
Fumarsäure ist eine Dikarbonsäure, welche durch Oxidation von Succinat im 
Zitronensäurezyklus gebildet wird. Seine Ester werden in Deutschland seit 
Jahrzehnten für die Behandlung der Psoriasis, eine Autoimmunerkrankung der 
Haut eingesetzt (Nieboer et al., 1989; Rostami Yazdi & Mrowietz, 2008). Erste 
klinische Versuche zeigen vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung der 
RRMS (Kappos et al., 2008). Klare Vorteile FAE gegenüber den etablieren MS-
Therapeutika sind ihre orale Applikation und die im Vergleich zum IFN-β 
verringerten Nebenwirkungen (Gasperini & Ruggieri, 2009). Allerdings sind 
modulierende Effekte der Fumarsäuredialkylester auf den zellulären 
Glutathiongehalt (Freidig et al., 2001; Held et al., 1988; Held et al., 1991; Nelson et 
al., 1999; Schmidt & Dringen 2010; Wierinckx et al., 2005), sowie auf die HO-1-
Expression von peripheren mononukleären Blutzellen (Lehmann et al., 2007) in 
vitro gezeigt. Das nukleophile GSH reagiert mit α,β-ungesättigten Karbonylen wie 
FAE in Enzym-unabhängigen (Schmidt et al., 2007) und Enzym-katalysierten 
(Boyland & Chasseaud, 1967) Reaktionen. Für Dimethylfumarat (DMF) sind daher 
modulierende Eigenschaften des zellulären GSH-Gehalts beschrieben (Nelson et al., 
1999; Schmidt & Dringen, 2010; Wierinckx et al., 2005), welche eine Konsequenz 
der Konjugation von DMF mit zellulärem GSH sein könnten.  
FAE werden aufgrund ihrer immunmodulierenden Eigenschaften für die 
Behandlung der MS in Erwägung gezogen. Hierbei ist eine Modulierung von der 
pro-inflammatorischen Th1- zur anti-inflammatorischen Th2-Immunanwort durch 
DMF und seinen Metaboliten Monomethylfumarat (MMF) gegeben (de Jong et al., 
1996; Ockenfels et al., 1998), so dass die Behandlung der RRMS mit einem 
Monopräparat bestehend aus DMF in den Fokus der gegenwärtigen 
Untersuchungen gerückt ist (Kappos et al., 2008). Klinische Studien der Phase IIb 
zum Nutzen der FAE bei RRMS wurden bereits abgeschlossen und klinische 
Studien der Phase III befinden sich derzeit unter Beobachtung (Gasperini & 
Ruggieri, 2009; Kappos et al., 2008; Moharregh-Khiabani et al., 2009; 
Papadopoulou et al., 2010). 
Durch seine Interaktion mit der NF B-Translokation wirkt DMF nicht nur als 
Inhibitor TNF -vermittelter zellulärer Funktionen, sonders auch als Inhibitor der 
TNF -Produktion, da seine Transkription zumindest teilweise NF B-abhängig ist 
Einleitung 
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(Loewe et al., 2002; Mrowietz & Asadullah, 2005; Gold et al., 2011). 
 
1.6   Aufgabenstellung 
Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies oder Glutathion-verarmende Substanzen 
können zellulär oxidativen Stress induzieren, welcher in der Veränderung der 
glykolytischen Aktivität glialer Zellen und der Induktion einer Hitzeschockantwort 
resultiert (Abb. 1-6). In der vorliegenden Arbeit sollten drei Fragestellungen 
untersucht werden: 1) die mögliche Protektion oligodendroglialer Zellen vor 
oxidativem Stress durch eine Erhöhung der zellulären HSP-Gehalte, 2) die 
Auswirkungen von oxidativem Stress auf die glykolytische Aktivität oligodendro-  
 
 
Abb. 1-6: Induktion von oxidativem Stress in Oligodendrozyten und 
mögliche zelluläre Protektionsmechanismen. Zytokine, reaktive 
Sauerstoffspezies oder Glutathion-verarmende Substanzen können zellulär 
oxidativen Stress induzieren, welcher in der Veränderung der 
glykolytischen Aktivität glialer Zellen und der Induktion einer 
Hitzeschockantwort resultiert. Die Auswirkungen von oxidativem und 
Eisen-verstärkten oxidativem Stress, sowie von Fumarsäureestern (FAE) 
auf den Glutathiongehalt, die glykolytische Aktivität und eine mögliche 
Protektion von oligodendroglialen Zellen durch die Induktion, bzw. die 



















   
36 
glialer Zellen und 3) die Effekte der Applikation von Fumarsäureestern auf 
oligodendrogliale Zellen. 
Für die Überprüfung der ersten Fragestellung sollten HSP27-überexprimierende 
und Wildtyp-Zellen der oligodendroglialen Zelllinie OLN-93 charakterisiert und 
genutzt werden, um eine mögliche HSP27-vermittelte Protektion oligodendro-
glialer Zellen vor oxidativem Stress zu überprüfen. Des Weiteren wurde überprügt, 
ob eine Inkubation mit dem Zytokin TNFα in der Induktion von HSPs resultiert und 
vor einem folgendem oxidativen Stress schützt. Die langfristige Modulation der 
glykolytischen Aktivität glialer Zellen soll im Rahmen der zweiten Fragestellung 
durch die Bolusapplikation eines oxidativen Stresses an OLN-93-Zellen untersucht 
und mit den Ergebnissen von Astrozyten-reichen Primärkulturen verglichen 
werden. 
Ferner sollen OLN-93-Zellen und sekundäre Oligodendrozyten mit Estern der 
Fumarsäure behandelt werden, um eine mögliche Modulation der zellulären 
Glutathion- und HO-1-Gehalte zu untersuchen. 
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2. Ergebnisse 
Die Abbildungen und Tabellen der vorliegenden Arbeit zeigen entweder Daten 
repräsentativer Experimente, die in Dreifachbestimmungen an einer Kultur oder 
an parallel ausgesäten Zellen einer Passage durchgeführt wurden, oder sie fassen 
die Daten aus Experimenten an mehreren Kulturen/Passagen zusammen, deren 
(n)-fache Anzahl jeweils angegeben wurde. Die Symbole in den Diagrammen 
stellen den Mittelwert dar, die Standardabweichungen (SD) werden durch die 
Fehlerbalken repräsentiert. Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente wurden, 
wenn nicht anders angegeben, wenigstens an zwei unabhängigen 
Kulturen/Passagen durchgeführt. 
Statistische Vergleiche zweier Datensätze wurden mit dem gepaarten Student’s 
t-Test, der Vergleich mehrerer Datensätze mittels Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt 
von Bonferroni´s posthoc-Test durchgeführt. Ein p<0.05 wurde als signifikant 
gewertet und die Signifikanz der Unterschiede zwischen Datensätzen mit Sternen 
gekennzeichnet: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 
 
2.1  Einfluss des Hitzeschockproteins 27 auf die Schädigung von 
OLN-93-Zellen durch oxidativen Stress  
Die Untersuchung der Schädigung von oligodendroglialen Zellen durch oxidativen 
Stress stand im Fokus der vorliegenden Arbeit. Das kleine HSP27 wird als 
protektiv gegen oxidativen Stress in nicht-glialen Zellen beschrieben (Arrigo et al., 
2005a), weshalb HSP27 im Hinblick auf eine mögliche Modulation der Schädigung 
oligodendroglialer Zellen durch oxidativem Stress untersucht wurde. 
 
2.1.1 Nachweis der stabilen Überexpression des Hitzeschockproteins 27 in 
OLN-93-Zellen  
Um eine potentiell protektive Wirkung von HSP27 im Zellkulturmodell zu 
untersuchen, wurden OLN-93-Zellen verwendet, eine spontan transformierte 
Zelllinie oligodendroglialen Ursprungs, die aus Primärkulturen von Rattenhirnen 
etabliert wurde und Eigenschaften unreifer Oligodendrozyten aufweist (Richter- 
Landsberg & Heinrich, 1996). Für die Untersuchung einer potentiellen  
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Abb. 2-1: Nachweis von HSP27 und -Tubulin in OLN-93-, C4- und C14-
Zellen durch Westernblot-Analyse. Es wurden jeweils 10 μg Protein aus 
Zelllysaten aufgetragen. Der Nachweis der HSP27-Expression mit Hilfe des 
Westernblots erfolgte in einfacher Anzahl. 
 
 
Abb. 2-2: Nachweis von HSP27 und -Tubulin in OLN-93-, C4- und C14-
Zellen durch indirekte Immunzytochemie. Die Überlagerung der 
Anfärbungen auf -Tubulin und HSP27 (C, F, I) zeigt zusätzlich eine 
Anfärbung der DNA mit DAPI. Der Größenbalken in I gilt für alle 
Teilabbildungen. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen eines 
Experiments, das zweimal mit gleichem Resultat wiederholt wurde. 
 
Schutzfunktion von HSP27 gegen Schädigung von Oligodendrozyten durch 
oxidativen Stress wurden zwei weitere Zelllinien verwendet, die ihren Ursprung in 
der OLN-93-Zelle haben. Diese Zellen waren stabil mit Plasmiden transfiziert 
worden, die für das humane HSP27 kodieren (Bolhuis & Richter-Landsberg, 2010). 
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Die Zelllinien C4 und C14 exprimieren HSP27 in unterschiedlichen Gehalten. 
Die Charakterisierung der Zellen hinsichtlich der HSP27-Überexprimierung 
erfolgte durch Westernblot-Analyse und indirekte Immunzytochemie. Für OLN-93-
Zellen konnte kein HSP27 nachgewiesen werden (Abb. 2-1; 2-2 B,C). Im Gegensatz 
dazu wurde die Expression von HSP27 in C4- und C14-Zellen durch Westernblot-
Analyse (Abb. 2-1) und Immunzytochemie (Abb. 2-2 E,H) nachgewiesen. Ein 
direkter Vergleich der HSP27-Expression in C4- und C14-Zellen zeigte höhere 
HSP27-Gehalte in C4-Zellen als in C14-Zellen (Abb. 2-1; 2-2 E,H). 
 
2.1.2 Vitalität der Zellen nach Applikation von Wasserstoffperoxid 
Um den Einfluss von HSP27 auf die Schädigung von oligodendroglialen Zellen 
durch oxidativen Stress zu untersuchen, wurden OLN-93-, C4- und C14- Zellen 
ohne oder mit 100 (bzw. 500) μM H2O2 behandelt und die Schädigung der Zellen 
nach 1 h und 24 h durch Messung der extrazellulären Laktatdehydrogenase (LDH)-
Aktivität bestimmt. 
Die Inkubation der Zellen in Inkubationspuffer (IP) ohne H2O2 erwies sich für 
keine der getesteten Zelllinien als schädigend, da die extrazelluläre LDH-Aktivität 
zu allen untersuchten Zeitpunkten unter 11% der Gesamtaktivität lag (Abb. 2-3). 
Eine 60 min Inkubation der Zellen mit 100 μM H2O2 hatte im Vergleich zu 
Kontrollzellen ebenfalls keine signifikante Veränderung der extrazellulären LDH-
Aktivität zur Folge (Abb. 2-3 A-C). Die Erhöhung der H2O2-Konzentration auf 
500 μM führte jedoch in C14-, nicht aber in OLN-93- oder C4-Zellen, zu einer 
geringen aber signifikanten Zellschädigung (Abb. 2-3 A-C). 
Um langfristige Effekte der H2O2-Behandlung auf die Zellen zu untersuchen, 
wurden die Zellen nach 60 min Vorinkubation mit H2O2 für weitere 23 h in 
Pyruvat-freiem DMEM (engl.: Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) inkubiert. Eine 
Vorinkubation der Zellen mit 500 μM H2O2 führte unter diesen 
Inkubationsbedingungen in allen drei untersuchten Zelllinien zu einer nahezu 
vollständigen Freisetzung der zellulären LDH (Abb. 2-3 D-F). Eine Vorinkubation 
der Zellen mit 100 μM H2O2 hatte in OLN-93- und C14-Zellen den Anstieg der 
extrazellulären LDH-Aktivität auf ca. 20% (Abb. 2-3 F) und in C4-Zellen auf ca. 
40% (Abb. 2-3 E) zur Folge. Die statistische Analyse der Ergebnisse zeigte eine 
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Abb. 2-3: Extrazelluläre LDH-Aktivität in OLN-Zellen nach H2O2-
Applikation. OLN-93-, C4- und C14-Zellen wurden für 60 min mit H2O2 in 
den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Direkt im Anschluss (A–C) 
oder nach Inkubation für weitere 23 h in Pyruvat-freiem DMEM (D–F) 
wurde die extrazelluläre und zelluläre LDH-Aktivität bestimmt. Die 
Signifikanz der Unterschiede der Daten zur jeweiligen Kontrolle 
(0 μM H2O2) wurde durch ANOVA überprüft (n = 3).  
 
 
signifikante Schädigung von C14-, nicht jedoch von OLN-93- oder C4-Zellen unter 
diesen Inkubationsbedingungen (Abb. 2-3 D-F). Da sich eine H2O2-Konzentration 
von 100 μM nach 60 min als nicht signifikant zellschädigend erwies, wurden die 
weiteren Studien der Peroxidbeseitigung und antioxidativen Kapazitäten unter 
diesen Versuchsbedingungen vorgenommen. 
 
2.1.3 Peroxidbeseitigung und Glutathionoxidation 
Für HSP27 wurden protektive Eigenschaften vor oxidativer Schädigung aufgrund 
erhöhter zellulärer GSx-Gehalte in Mausfibroblasten beschrieben (Mehlen et al., 
1996). Deshalb wurden die Peroxid-Entgiftungskapazität der OLN-Zellen und ihr 
zellulärer GSx-Gehalt untersucht.  
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Abb. 2-4: Beseitigung von H2O2 durch OLN-93-, C4- und C14-Zellen. Die 
Zellen wurden mit 100 μM H2O2 inkubiert. Die Bestimmung der extra-
zellulären Peroxidkonzentration erfolgte für die angegebenen Zeitpunkte 
(A). Der Proteingehalt der Kulturen (B) wurde nach 60 min bestimmt. 
Die semilogarithmische Darstellung (C) der Daten der ersten 10 min aus A 
und die daraus ermittelte Halbwertszeit (D) für H2O2 sind ebenfalls gezeigt. 
Die Abbildung zeigt ein in Triplikaten durchgeführtes exemplarisches 
Experiment, das insgesamt siebenmal durchgeführt wurde. 
 
 
Tab. 2-1: Halbwertszeiten und D-Werte für die Wasserstoffperoxid-












17.5 ± 4.4 
 
1.58 ± 0.31 
 
12 
C4 17.9 ± 3.6 1.57 ± 0.34 7 
C14 19.3 ± 5.8 1.64 ± 0.28 8 
Die statistische Auswertung der Werte für die drei Zelllinien mit 
ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede. 
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Um die Peroxid-Entgiftungskapazität vitaler OLN-Zellen zu untersuchen, wurde 
zunächst die Beseitigung von extrazellulärem H2O2 durch die drei Zelllinien über 
einen Zeitraum von 0 – 60 min bestimmt. Abb. 2-4 zeigt die Resultate eines 
repräsentativen Experiments. Die eingesetzte Konzentration von 100 μM H2O2 
wurde von den untersuchten Zelllinien innerhalb von 60 min nahezu vollständig 
aus dem Inkubationspuffer entfernt (Abb. 2-4 A). Die semilogarithmische 
Darstellung der Daten für die ersten 10 min lässt eine lineare Abhängigkeit 
erkennen, was auf eine Kinetik erster Ordnung hinweist (Abb. 2-4 C). Die 
vergleichbare Proteinkonzentration in den wells (Abb. 2-4 B) ermöglichte einen 
direkten Vergleich der Ergebnisse zur Peroxidbeseitigung zwischen den drei 
Zelllinien. Die berechneten Halbwertszeiten für extrazelluläres H2O2 waren für die 
drei inkubierten Zelllinien nahezu identisch (Abb. 2-4 D) und ließen keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Zelllinien erkennen (Tab. 2-1). 
Die Halbwertszeit und der Proteingehalt können für die Berechnung der D-Werte 
herangezogen werden. Der D-Wert ist definiert als D = 1/(Halbwertszeit in min x 
Proteingehalt in mg) und normiert die Kapazität der Peroxidbeseitigung auf den 
Proteingehalt (Dringen et al., 1999). Die gemittelten D-Werte für die H2O2-
Beseitigung der OLN-93-, C4-, und C14-Zellen unterschieden sich nicht signifikant 
voneinander (Tab. 2-1).  
Die Bestimmung der zellulären GSx- und GSSG-Gehalte zeigte, dass die 
Überexpression von HSP27 in OLN-93-Zellen weder zu einer Erhöhung der basalen 
GSx-Gehalte (Abb. 2-5) noch zu einer Verringerung der basalen GSSG-Gehalte 
führte (Tab. 2-2). Die Überexpression von HSP27 in C4- und C14-Zellen hatte im 
Vergleich zu OLN-93-Zellen allenfalls eine geringe Abnahme der zellulären GSx-
Gehalte um 18.7 ± 7.5%, bzw. 14.4 ± 10.3% zur Folge, wobei der GSx-Gehalt der 
HSP27 hoch-exprimierenden C4-Zellen im Vergleich zu OLN-93-Zellen signifikant 
verringert war (Abb. 2-5). 
Die Inkubation der Zellen ohne H2O2 hatte im Vergleich zu den Initialgehalten 
keine Veränderung der zellulären GSx- oder GSSG-Gehalte zur Folge (Abb. 2-6 A-C). 
Im Gegensatz dazu führte die Applikation von 100 μM H2O2 innerhalb von 2 min in 
allen drei untersuchten Zelllinien zur transienten Oxidation von GSH, da ca. 60% 
des zellulären GSx-Gehalts als GSSG gemessen wurden (Tab. 2-2, Abb. 2-6 D-F). 
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Abb. 2-5: Basale zelluläre GSx-Gehalte von OLN-93-, C4- und C14-Zellen. 
Die basalen Glutathiongehalte der Zellen aus insgesamt sechs 
Experimenten wurden zusammengefasst und die Signifikanz der 
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Abb. 2-6: Gehalte von GSx und GSSG in OLN-93-, C4- und C14-Zellen vor 
und nach der Applikation von 100 μM H2O2. Die Zellen wurden ohne (A–
C) oder mit H2O2 (100 μM initiale Konzentration) (D–F) inkubiert und die 
Gehalte von GSx () und GSSG () für die angegebenen Zeitpunkte 
bestimmt. Die gezeigten Daten stammen von einem repräsentativen von 
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Tab. 2-2: Zelluläre GSSG-Gehalte vor und nach Behandlung von Zellen mit H2O2. 
 
Zelllinie 
 GSSG-Gehalt (% von GSx) 
Inkubationszeit (min) 0 2  2 
[H2O2] (μM) 0 0 100 
OLN-93  4.9 ± 2.7 6.4 ± 4.4 54.1 ± 4.5 
C4  4.6 ± 1.8 6.8 ± 4.7 59.7 ± 11.2 
C14  5.4 ± 3.3 5.7 ± 2.9 61.4 ± 7.1 
 
Die initialen zellulären GSx- und GSSG-Gehalte von OLN-93-, C4- und C14-Zellen 
und die Gehalte nach 2 min Inkubation ohne oder mit 100 μM H2O2 wurden 
bestimmt und der Gehalt von GSSG in % des Gehalts von GSx angegeben. Die 
statistische Auswertung der Werte durch ANOVA ergab keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Werten der drei Zelllinien (n = 5). 
 
Zwischen den drei Zelllinien konnte weder für Kontrollbedingungen (Abb. 2-6 A-C) 
noch nach Applikation von 100 μM H2O2 (Abb. 2-6 D-F) ein Unterschied im 
Verhältnis der GSx- zu GSSG-Gehalte festgestellt werden. Ca. 10 min nach 
Applikation des H2O2 hatte der zelluläre GSSG-Gehalt in allen drei Zelllinien wieder 
nahezu basale Ausgangsgehalte erreichte (Abb. 2-6 D-F). 
 
 
2.1.4 Basale Eisengehalte 
Als weitere Möglichkeit der Protektion von Zellen vor oxidativer Schädigung 
wurde das Absinken zellulärer Eisengehalte in HSP27-überexprimierenden Zellen  
 
Tab. 2-3: Spezifische Eisengehalte von OLN-Zellen.  
Zelllinie Fe (nmol/mg) 
OLN-93 45.0 ± 26.8 
C4 36.2 ± 14.9 
C14 28.0 ±  7.3 
Die statistische Auswertung der Werte nach ANOVA 
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Daten der drei Zelllinien (n = 5). 
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gezeigt (Arrigo et al., 2005b). Die Analyse der basalen Eisengehalte ergab für 
OLN-93-Zellen einen Gehalt von 45.0 ± 26.8 nmol/mg Protein. Die basalen 
Eisengehalte der HSP27-überexprimierenden C4- und C14-Zellen waren im 
Vergleich zu den von OLN-93-Zellen nicht signifikant verringert (Tab. 2-3).  
 
2.2 Untersuchung der Modulation einer oxidativen Schädigung 
von OLN-93-Zellen durch Tumornekrosefaktor  
Die Schädigung oligodendroglialer Zellen durch oxidativen Stress ist Teil der 
Pathologie der MS (Gilgun-Sherki et al., 2004). Da sich eine Vorbehandlung von 
Zellen mit einem leichten, HSP-induzierenden Stress als protektiv gegen zelluläre 
Schädigung erwiesen hat (Goldbaum & Richter-Landsberg, 2001), wurde 
untersucht, ob eine Vorinkubation von OLN-93-Zellen mit TNFα in nicht-
schädigender, aber HSP-induzierender Konzentration vor Zellschädigung durch 
einen folgenden Eisen-verstärkten oxidativen Stress schützt. 
 
2.2.1 Schädigung der Zellen durch Eisen und Eisen-verstärkten 
Peroxidstress 
Um die Schädigung von OLN-93-Zellen durch Eisen oder Eisen-verstärkten 
Peroxidstress zu untersuchen, wurde zunächst die Toxizität von Eisen bestimmt. 
Hierfür wurden die Zellen für 24 h mit Eisenammoniumzitrat (FAC) in Pyruvat-
freiem DMEM inkubiert und die extrazelluläre LDH-Aktivität bestimmt. Die 
Inkubation von OLN-93-Zellen für 24 h mit bis zu 1 mM FAC ließ keine signifikante 
Zellschädigung erkennen (Tab. 2-4). Die Bestimmung der zellulären Eisengehalte 
zu den gewählten Zeitpunkten war jedoch nicht möglich, da FAC in mikromolaren 
Konzentrationen im gewählten Kulturmedium aggregierte (Abb. 2-7, Pfeile in B,C). 
Zuverlässige Daten der Eisenakkumulation in OLN-93-Zellen konnten daher nicht 
generiert werden.  
Um die Schädigung von OLN-93-Zellen durch Eisen-verstärkten Peroxidstress zu 
untersuchen, wurden die Zellen in zwei Versuchsansätzen zunächst für 3 h, bzw. 
24 h ohne oder mit 100 μM, 300 μM oder 1000 μM FAC vorinkubiert und 
anschließend für weitere 60 min mit 100 μM H2O2 behandelt. Eine Vorinkubation
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  Tab. 2-4: Vitalität von OLN-93-Zellen nach Eiseninkubation.  
[FAC] (μM) 
extrazelluläre LDH-Aktivität  
(% der gesamten LDH-Aktivität) 
 0 10 ± 3 
 100  8 ± 3 
 300  7 ± 3 
1000  9 ± 2 
 
OLN-93-Zellen wurden 24 h lang in Pyruvat-freiem DMEM mit 
100 μM, 300 μM oder 1000 μM FAC inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde die extrazelluläre LDH-Aktivität bestimmt 
und als Prozent der gesamten LDH-Aktivität (Summe von 
zellulärer und extrazellulärer LDH-Aktivität) angegeben. Die 
statistische Auswertung der Werte mit ANOVA zeigte keine 






Abb. 2-7: Aggregation und Präzipitation von FAC im Kulturmedium von 
Zellen. OLN-93-Zellen wurden für 3 h ohne (A) oder mit 100 μM (B), 
300 μM (C) oder 1000 μM (D) FAC behandelt. FAC aggregierte im 
Kulturmedium (B,C: Pfeile). Die Morphologie der Zellen wurde durch eine 
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Abb. 2-8: Vitalität von OLN-93-Zellen nach Eisen-verstärktem 
Peroxidstress. OLN-93-Zellen wurden für 3 h bzw. 24 h ohne oder mit 
100 μM, 300 μM oder 1000 μM FAC vorinkubiert, gefolgt von einer 
Inkubation für 60 min mit 100 μM H2O2. Abschließend wurde die 
extrazelluläre LDH-Aktivität als Maß für die Zellschädigung bestimmt. Die 
statistische Auswertung der Daten erfolgt mit ANOVA (n = 3). 
 
der Zellen für 3 h mit FAC in den gewählten Konzentrationen führte nach 
anschließender Applikation von H2O2 zu substantieller zellulärer Schädigung, die 
nach einer Vorinkubation der Zellen mit 300 μM FAC im Vergleich zu 
Kontrollzellen signifikant erhöht war (Abb. 2-8). Eine Inkubation mit H2O2 nach 
Vorbehandlung der Zellen für 24 h führte dagegen nicht zu einem signifikanten 
Anstieg der extrazellulären LDH-Aktivität im Vergleich zu unbehandelten Zellen 
(Abb. 2-8). Für die weiteren Untersuchungen des Eisen-verstärkten Peroxidstress 
an OLN-93-Zellen wurde deshalb eine Inkubationsdauer von 3 h mit 300 μM FAC, 
gefolgt von 60 min Inkubation mit 100 μM H2O2, gewählt. 
 
2.2.2 Effekte von Tumornekrosefaktor α auf die Zellschädigung durch 
Eisen-verstärkten Peroxidstress 
Um nicht-signifikant zellschädigende und HSP-induzierende Versuchsbedingungen 
für OLN-93-Zellen zu etablieren, wurden die Zellen für 24 h mit bis zu 50 ng/mL 
TNFα inkubiert und die Vitalität der Zellen bestimmt. Die extrazelluläre LDH-
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   Tab. 2-5: Vitalität von OLN-93-Zellen nach TNF-Gabe.  
TNF (ng/mL) 
extrazelluläre LDH-Aktivität 
(% der gesamten LDH-Aktivität) 
n 
0 11 ± 4 2 
0.5 12 ± 4 2 
1 11 ± 6 2 
5 12 ± 6 2 
10 11 ± 6 2 
50  6 ± 5 6 
OLN-93-Zellen wurden für 24 h mit bis zu 50 ng/mL TNF 
behandelt. Im Anschluss an die Inkubation wurde die extra-




Abb. 2-9: Expression von HSPs in OLN-93-Zellen nach Inkubation mit 
TNF. OLN-93-Zellen wurden für die angegebenen Zeiten ohne oder mit 
50 ng/mL TNF inkubiert. Die Inkubation der Zellen mit 10 μM 
Cycloheximid (CHX) diente der Inhibierung der Proteinsynthese. Als 
Ladungskontrolle ist das Signal für -Tubulin gezeigt. Es wurden jeweils 
10 μg Protein aus Zelllysaten aufgetragen.  
 
Konzentrationen weniger als 13%. Keine der gewählten Bedingungen erwies sich 
somit als zellschädigend (Tab. 2-5).  
Zur Untersuchung einer möglichen Induktion von HSPs durch TNF in OLN-93-
Zellen wurden die Zellen für bis zu 48 h mit 50 ng/mL TNF inkubiert und die 
Expression von B-Crystallin, HO-1 und HSP90 untersucht. Ein Vergleich der B- 
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Abb. 2-10: Expression von TNFR1 und TNFR2 in OLN-93-Zellen und OSKs. 
Das Vorkommen der mRNAs wurde durch RT-PCR überprüft. Die Spalte 1 
zeigt die detektierten Signale für OLN-93-Zellen, die Spalten 2 - 5 zeigen 
die Signale für 4 unabhängige OSKs. Die nachgewiesenen Amplifikations-
produkte haben die erwarteten Größen von 237 bp (β-Aktin) und 322 bp 
(TNFR1). Ein Amplifikationsprodukt der Größe von 252 bp für TNFR2 
wurde nicht detektiert.  
 
Crystallin-Gehalte von Zellen nach 48 h Inkubation zeigt allenfalls eine leichte 
gesteigerte Expression dieses Proteins in behandelten Zellen im Vergleich zu 
Kontrollzellen. Die zellulären Gehalte von HO-1 und HSP90 waren nach 48 h 
Behandlung im Vergleich zu Kontrollzellen unverändert. Die Inhibierung der 
Proteinsynthese durch Inkubation mit 10 μM Cycloheximid (CHX) hatte keinen 
Einfluss auf die zellulären Gehalte von αB-Crystallin oder HSP90, jedoch 
verringerte sich unter diesen Inkubationsbedingungen der zelluläre HO-1-Gehalt 
bereits nach 24 h (Abb. 2-9).  
Da die Behandlung der Zellen auch mit hohen Gaben an TNFα keine schädigende 
Wirkung erkennen ließ, wurde die Expression der TNFα-Rezeptoren 1 und 2 
(TNFR1; TNFR2) in den Zellen untersucht. Da im weiteren Verlauf der Studien die 
Untersuchung der TNFα-induzierenden Effekte in Oligodendrozyten-reichen 
Sekundärkulturen (OSKs) geplant war, wurde die Expression der beiden 
Rezeptoren ebenfalls in diesen Zellen untersucht. 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Analyse zeigte für OLN-93-Zellen und OSKs 
die konstitutive Expression des TNFR1, nicht aber des TNFR2 (Abb. 2-10). Da die 
Detektion der Transkription der DNA nicht automatisch mit der Translation des 
entsprechenden Proteins korreliert werden kann, wurde versucht, das 
Vorkommen von TNFR1 und TNFR2 auch durch Westernblot-Analysen und durch 
indirekten Immunzytochemie zu überprüft. Die Antikörper gegen TNFR1 und 
TNFR2 wurden uns hierfür freundlicherweise von Prof. Peter Scheurich 
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Abb. 2-11: Vitalität von OLN-93-Zellen nach Eisen-verstärktem oxidativen 
Stress in Abhängigkeit einer TNFα-Vorinkubation. OLN-93-Zellen wurden 
für 24 h oder 48 h mit oder ohne TNFα vorinkubiert und anschließend für 
3 h mit 300 μM FAC und für weitere 60 min mit 100 μM H2O2 behandelt. 
Die extrazelluläre LDH-Aktivität wurde zur Bestimmung der zellulären 
Schädigung ermittelt. Die Signifikanz der Unterschiede zur Kontrolle 
(Inkubation ohne TNFα, FAC und H2O2) wurde durch ANOVA überprüft 
(n = 4 (24 h); n = 3 (48 h)). 
 
(Universität Stuttgart) zu Verfügung gestellt. In den durchgeführten Versuchen 
wurden jedoch keine Signale für TNFR1 und TNFR2 in OLN-93-Zellen detektiert 
(Daten nicht gezeigt).  
Um potentielle modulierende Effekte von TNFα auf die Schädigung von OLN-93-
Zellen durch Eisen-verstärkten oxidativen Stress zu untersuchen, wurden Zellen 
für 24 h bzw. 48 h mit 50 ng/mL TNFα vorinkubiert und anschließend mit den 
unter 2.2.1 definierten Versuchsbedingungen einem Eisen-verstärkten oxidativen 
Stress ausgesetzt. Eine Vorinkubation mit 50 ng/mL TNFα für 24 h oder 48 h hatte 
keine signifikante Verringerung der Schädigung von OLN-93-Zellen durch Eisen-
verstärkten oxidativen Stress zur Folge (Abb. 2-11). Die vorliegenden Ergebnisse 
zeigen, dass eine Vorbehandlung von OLN-93-Zellen mit TNFα unter den 
gewählten Versuchsbedingungen die Zellen nicht vor Schädigung durch Eisen- 
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2.3 Modulierung der glykolytischen Aktivität glialer Zellen 
durch oxidativen Stress 
Initiale Experimente zum Glukosestoffwechsel von OLN-93-Zellen zeigten, dass 
eine Bolusapplikation von H2O2 in diesen Zellen zur Steigerung von 
Glukosekonsum und Laktatfreisetzung führte.  
 
2.3.1 Einfluss von oxidativem Stress auf Glukoseverbrauch und 
Laktatbildung 
Um die zeitabhängigen Effekte einer Bolusapplikation von H2O2 auf die 
glykolytische Aktivität von OLN-93-Zellen und astroglialen Zellen zu untersuchen, 
wurden Zellen für 60 min ohne oder mit bis zu 250 μM H2O2 vorinkubiert und 
Glukoseverbrauch und Laktatfreisetzung der Zellen nach einer zweiten 
Vorinkubation (11 h) und während der Hauptinkubation (12 – 48 h nach Beginn 
des Experiments) bestimmt (Abb. 2-12). Parallel dazu wurden Zellen während 
aller Vorinkubationen und der Hauptinkubation mit 10 mM Natriumazid inkubiert, 
um den maximalen Glukosekonsum und die maximale Laktatfreisetzung der Zellen 
zu bestimmen. Die Vitalität der OLN-93-Zellen war in diesen Untersuchungen bis 
zu einer Peroxidkonzentration von 150 μM H2O2 nicht beeinträchtigt. Expositionen 
höherer H2O2-Konzentrationen während der ersten Vorinkubation erwiesen sich 
nach Ende der Hauptinkubation dagegen als signifikant zellschädigend (Tab. 2-6). 
Die Inkubation der Zellen mit 10 mM Natriumazid hatte keinen Einfluss auf die 
  
 
Abb. 2-12: Graphische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die Zellen 
wurden für 60 min mit H2O2 in DMEM mit 5 mM Glukose in einer ersten 
Vorinkubation inkubiert. Das Medium wurde danach und nach weiteren 
11 h erneuert und die Glukose- und Laktatgehalte des Mediums nach Ende 
der Hauptinkubation nach 12 – 48 h Gesamtinkubationszeit bestimmt. Die 
Behandlung der Zellen mit Natriumazid erfolgte während der beiden 
Vorinkubationen und der Hauptinkubation in DMEM mit 5 mM Glukose. 
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Tab. 2-6: Vitalität von OLN-93-Zellen und Astrozyten nach der Inkubation mit den 
angegebenen Subtanzen. 











OLN-93 n Astrozyten n 
0 0 0 0 0 13 ± 3 8 11 ± 2 3 
 50 0 0 0 0 13 ± 4 8  8 ± 1 3 
 75 0 0 0 0 10 ± 2 3 13 ± 4 3 
 100 0 0 0 0 19 ± 5 8 11 ± 3 3 
 150 0 0 0 0 21 ± 5 3 12 ± 5 3 
 200 0 0 0 0 27 ± 2 ** 3  14 ± 4 3 
 250 0 0 0 0 31 ± 7 *** 3  13 ± 3 3 
100 10 0 0 0 26 ± 8 5 n.d.  
 100 10 0 10 0 21 ± 4 3 n.d.  
0 0 10 0 10  6 ± 2 6 16 ± 12 3 
Die Zellen wurden ohne (0 μM) oder mit den angegebenen Substanzen für 60 min (H2O2), 
1–12 h (Cycloheximid (CHX)) und 0–12 h (Azid) vorinkubiert und die extrazelluläre LDH-
Aktivität nach Ende der Hauptinkubation (12 – 48 h) in % der gesamten LDH-Aktivität (OLN-
93-Zellen), respektive in % der initialen LDH-Aktivität (Astrozyten) bestimmt. Die Inkubation 
der Zellen mit CHX erfolgte nach einer Vorinkubation mit 100 μM H2O2 während der 
zweiten Vorinkubation (1 –12h) oder bis zum Ende der Hauptinkubation (1 – 48 h), n.d. = 
nicht detektiert. 
 
Vitalität (Tab. 2-6). Eine Inkubation der Zellen mit 10 μM CHX während der 
zweiten Vorinkubation, gefolgt von einer Hauptinkubation ohne oder mit CHX, 
führte im Vergleich zu Kontrollzellen zu einer geringen, jedoch nicht signifikant 
gesteigerten extrazellulären LDH-Aktivität von ca. 25% (Tab. 2-6). Die 
extrazelluläre LDH-Aktivität des Kulturmediums von H2O2-vorinkubierten 
Astrozyten betrug nach Ende der Hauptinkubation ca. 10% und war unter den 
gewählten Kulturbedingungen nicht signifikant verschieden von den Werten für 
die Kontrolle (0 μM H2O2) (Tab. 2-6). 
Nach Ende der zweiten Vorinkubation, die der primären Vorinkubation mit den 
gewählten H2O2-Konzentrationen folgte, wurde keine Veränderung der 
Laktatfreisetzung durch OLN-93-Zellen detektiert (Abb. 2-13 A). Erst im Verlauf 
der Hauptinkubation zeigte sich ein signifikanter konzentrationsabhängiger Effekt 
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Abb. 2-13: Extrazellulärer Laktatgehalt von OLN-93-Zellen nach Bolus-
applikation verschiedener H2O2-Konzentrationen. Die Zellen wurden 
60 min mit den angegebenen H2O2-Konzentrationen inkubiert und der 
Laktatgehalt des Mediums nach Ende der zweiten Vorinkubation (A) und 
nach Ende der Hauptinkubation (B) bestimmt und in % der Kontrolle 
(100% Laktat = 0.85 ± 0.18 μmol/well) dargestellt. Die Behandlung der 
Zellen mit Azid erfolgte über 48 h (n = 3).  
 
der 60 min H2O2-Vorbehandlung (Abb. 2-13 B; 2-14 A,B). Ein Vergleich der 
Laktatfreisetzung von behandelten und unbehandelten OLN-93-Zellen ließ 
konzentrationsabhängige Effekte einer H2O2-Vorinkubation auf die Laktat-
freisetzung der Zellen nach 48 h erkennen (Abb. 2-13 B). So führte eine 
Bolusapplikation von H2O2 in Konzentrationen von wenigstens 75 μM im Vergleich 
zur Kontrolle innerhalb von 36 h zu einer signifikanten Steigerung der extra- 
zellulären Laktatkonzentration auf ca. 180%. Die Inkubation der Zellen mit 100 μM 
H2O2 induzierte bereits einen maximalen Peroxid-vermittelten Effekte auf die 
Laktatfreisetzung durch die Zellen und steigerte diese um ca. 200%. Höhere  
[H2O2] (μM)
[Azid] (mM)




























































Abb. 2-14: Glukose- (A) und Laktatgehalte (B) des Kulturmediums von 
OLN-93-Zellen. Die Glukose- und Laktatgehalte des Mediums wurden zu 
den angegebenen Zeiten nach 60minütiger Vorinkubation ohne (Kontrolle) 
oder mit 100 μM H2O2 oder nach kontinuierlicher Inkubation der Zellen 
mit Azid (10 mM) bestimmt. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives 
Experiment von insgesamt drei durchgeführten Experimenten. 
 
Konzentrationen führten zu keiner weiteren Steigerung der Laktatfreisetzung. Im 
Vergleich zum Peroxid steigerte die Applikation von Natriumazid die 
Laktatfreisetzung auf ca. 250, bzw. 400% der Kontrollwerte nach 12 h, bzw. 48 h 
Gesamtinkubationszeit (Abb. 2-13 A,B; 2-15 B). Der signifikante Anstieg der 
Laktatfreisetzung nach einer Behandlung mit 100 μM H2O2 wurde bei Betrachten 
aller durchgeführten Experimente von einem signifikanten Anstieg des Glukose-
verbrauchs begleitet, der durch die Behandlung mit 10 mM Natriumazid weiter 
gesteigert werden konnte (Abb. 2-15 A). Die Behandlung der Zellen mit 

























































Abb. 2-15: Extrazelluläre Glukose- und Laktatgehalte der Kulturmedien 
von OLN-93-Zellen. Die Zellen wurden für 60 min ohne (Kon) oder mit 
100 μM H2O2 vorinkubiert und die Glukose- (A) und Laktatgehalte (B) der 
Medien nach Ende der Hauptinkubation (12-48 h) bestimmt. Die 
Inkubation der Zellen mit 10 mM Azid erfolgte für die gesamte 
Inkubationszeit. Die Glukose- und Laktatgehalte behandelnder Zellen 
wurden in % der Werte von Kontrollzellen angegeben. Der initiale 
Glukosegehalt des Mediums betrug 5.52 ± 0.24 mM. Der extrazelluläre 
Glukosegehalt des Kulturmediums von Kontrollzellen betrug 2.33 ± 
0.84 μmol/well, der extrazelluläre Laktatgehalt betrug 0.84 ± 0.14 
μmol/well (n = 6). 
  
Laktatfreisetzung (Abb. 2-15 A,B). 
Um zu bestimmen, ob die Peroxid-vermittelte Steigerung der Laktatfreisetzung 
und des Glukosekonsums der OLN-93-Zellen auf einen beschleunigten 
Metabolismus oder eine veränderte glykolytische Aktivität der Zellen 
zurückzuführen sind, wurden die spezifischen Glukosekonsum- und 
Laktatfreisetzungsgeschwindigkeiten der Zellen während der Hauptinkubation 
bestimmt und das Verhältnis dieser Geschwindigkeiten zueinander berechnet. Die 
Vorbehandlung der Zellen mit 100 μM H2O2 führte während der Hauptinkubation 



















































































Abb. 2-16: Spezifische Glukoseverbrauch- und Laktatfreisetzungs-
geschwindigkeit von OLN-93-Zellen. Die spezifischen Glukoseverbrauchs- 
(A) und Laktatfreisetzungsgeschwindigkeiten (B) wurden aus der Abnahme 
der extrazellulären Glukose- und der Zunahme der Laktatkonzentration im 
Zeitraum von 12-48 h nach 60 min Vorinkubation ohne (Kon) oder mit 
H2O2 (100 μM) berechnet. Der initiale Proteingehalt betrug 37.6 ± 
1.5 μg/well. Mit Azid behandelte Zellen wurden kontinuierlich mit 10 mM 
inkubiert. Das Verhältnis der in A und B gezeigten Glukoseverbrauchs- und 
Laktatfreisetzungsgeschwindigkeit ist in C gezeigt (n = 3). 
 
erhöhten Laktatfreisetzungsgeschwindigkeiten (Abb. 2-16 B) in den Zellen. Die 














































































































































Abb. 2-17: Laktatgehalt des Mediums (A) und Proteingehalt der wells (B) 
von Astrozytenkulturen nach Bolusapplikation von H2O2. Die Zellen 
wurden 60 min mit den angegebenen Konzentrationen H2O2 inkubiert. 
Nach einer zweiten Vorinkubation wurde der Laktatgehalt des Mediums 
(A) nach der Hauptinkubation bestimmt und in % der Kontrolle (100% = 
7.9 ± 3.1 μmol/well) angegeben. Der Proteingehalt der wells wurde nach 
Ende der Hauptinkubation bestimmt (B), die Behandlung der Zellen mit 
Azid erfolgte in allen Inkubationsschritten. Eine statistische Auswertung 
nach ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle (n = 3).  
 
signifikanten Steigerungen der Glukosekonsum- und Laktatfreisetzungsgeschwin-
digkeiten. Das Verhältnis von Glukosekonsum und Laktatfreisetzung 
unbehandelter Zellen lag während der Hauptinkubation bei ca. 1.4, die 
Vorbehandlung der Zellen mit 100 μM H2O2 hatte im Verlauf der Hauptinkubation 
die substantielle Erhöhung des Verhältnisses auf ca. 1.7 zur Folge. Die Inhibierung 
des Komplex IV der zellulären Atmungskette während der zweiten Vorinkubation 
und der Hauptinkubation mit 10 mM Azid hatte eine signifikante Steigerung der 
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Glukosekonsum und Laktatfreisetzung auf den maximalen Wert von 2 anstieg 
(Abb. 2-16 C). 
Um die konzentrationsabhängigen Effekte einer Bolusapplikation von H2O2 auf die 
Laktatfreisetzung durch Astrozyten unter den gewählten Versuchsbedingungen zu 
untersuchen, wurden Astrozyten-reiche Primärkulturen genutzt. Über einen 
Zeitraum von 12 – 48 h nach Bolusapplikation von mindestens 150 μM H2O2 
wurden allenfalls verringerte Mengen Laktat im Medium behandelter Zellen 
detektiert, als im Vergleich zu den Medien von Kontrollzellen (Abb. 2-17 A). Diese 
konzentrationsabhängigen Effekte des Peroxids erweisen sich aber aufgrund der 
hohen SD als nicht signifikant (Abb. 2-17 A) und wurden in den substantiell 
verringerten Proteingehalten der wells widergespiegelt (Abb. 2-17 B). Ein 
Vergleich der Ergebnisse beider Zelltypen zeigte, dass OLN-93-Zellen im Gegensatz 
zu Astrozyten auf Peroxid-Behandlung mit einer gesteigerten Laktatfreisetzung 
reagierten (Abb. 2-13 B, 2-17 A).  
 
2.3.2.  Effekte von Cycloheximid auf Glukoseverbrauch und Laktatbildung 
von OLN-93-Zellen nach oxidativem Stress 
Um den Effekt einer möglichen Proteinneusynthese auf die glykolytische Aktivität 
der Zellen zu bestimmen, wurden Zellen nach einer Vorbehandlung mit 100 μM 
H2O2 in den weiteren Inkubationsschritten zusätzlich mit 10 μM CHX behandelt. 
Die Behandlung der Zellen mit H2O2 führte zu einer Steigerung der 
Laktatfreisetzung der Zellen auf ca. 250% im Vergleich zu Kontrollzellen (0 μM 
H2O2) (Abb. 2-15 A, 2-18). Die Inhibierung der Proteinsynthese für die Dauer der 
zweiten Vorinkubation hatte nach Ende einer Hauptinkubation ohne CHX keinen 
Effekt auf die Laktatfreisetzung der Peroxid-behandelten Zellen. Die 
kontinuierliche CHX-Behandlung der Peroxid-behandelten Zellen resultierte 
jedoch in einer signifikant verringerten Laktatfreisetzung im Vergleich zu Zellen, 
die nach der Peroxid-Behandlung ohne oder nur für die folgenden 11 h mit CHX 
behandelt wurden (Abb. 2-18). Die Laktatfreisetzung aller CHX- und H2O2- 

















Abb. 2-18: Effekte von H2O2 und CHX auf die Laktatfreisetzung von OLN-
93-Zellen. Die Zellen wurden für 60 min ohne oder mit 100 μM H2O2 
vorbehandelt. Die weitere Inkubation der Zellen erfolgte ohne oder mit 
10 μM CHX während der zweiten Vorinkubation (1-12 h) oder bis zum 
Ende der Hauptinkubation (48 h). Gezeigt sind die Laktatgehalte der 
Kulturmedien nach Ende der Hauptinkubation in % der Kontrolle 
(0 μM H2O2; 100% = 0.84 ± 0.14 μmol/well). Die Signifikanz der 
Unterschiede der Daten zur Kontrolle (*) und zu CHX behandelten Zellen 
(47 h; #) wurde durch ANOVA überprüft (n = 3).  
 
 
2.4 Konsequenzen von Fumarsäureestern auf Eigenschaften 
oligodendroglialer Zellen 
Fumarsäureester (FAE) werden seit Jahrzehnten für die Behandlung der Psoriasis 
eingesetzt und sind nach ersten klinischen Studien in den Fokus möglicher MS- 
Therapien gerückt (Kappos et al., 2008). Modulierende Effekte von FAE auf den 
GSH-Stoffwechsel sind jedoch bekannt (Nelson et al., 1999; Schmidt et al., 2007; 
Schmidt & Dringen, 2010), so dass der Einfluss von FAE auf den GSH-Gehalt 
oligodendroglialer Zellen untersucht wurde. 
 
2.4.1 Beeinflussung der Vitalität  
Die Vitalität der Zellen wurde nach Inkubation ohne oder mit verschiedenen FAE 
oder Fumarat bestimmt. Die extrazelluläre LDH-Aktivität von OLN-93-Zellen nach 
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Abb. 2-19: Konzentrationsabhängige Effekte von FAE und Fumarat auf 
den spezifischen zellulären Glutathiongehalt (A,B) und die Vitalität (C,D) 
von OLN-93-Zellen. Die Zellen wurden für 60 min mit den angegebenen 
Konzentrationen der FAE oder Fumarat (Fum) inkubiert. Die gestrichelte 
Linie repräsentiert den zellulären GSx-Gehalt (41.9 ± 4.4 nmol/mg) (A,B) 
und die extrazelluläre LDH-Aktivität (C,D) von Kontrollzellen (8 ± 1 % 
extrazelluläre LDH-Aktivität) (0 μM Substanz). Die statistische Analyse zeigt 
die Signifikanz der Unterschiede im Vergleich zu Kontrollzellen (n = 3). 
 
verschiedenen FAE in Konzentrationen von bis zu 10 mM ca. 10% und unterschied 
sich damit nicht signifikant von der extrazellulären LDH-Aktivität von 
Kontrollzellen (Abb. 2-19 C,D; Tab. 2-7). Ebenso führte eine 60 min Vorinkubation 
von OLN-93-Zellen ohne oder mit 100 μM Diethylfumarat (DEF), Dimethylfumarat 
(DMF) oder Monomethylfumarat (MMF) und eine anschließende 23 h Inkubation 
ohne FAE zu keinem Vitalitätsverlust (Tab. 2-8). 
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OLN-93 Keine 44.3 ±   3.4  8 ± 2 6 
 DEF  2.1 ±   1.9 *** 10 ± 3 6 
 DMF  1.7 ±   1.0 *** 10 ± 3 6 
 MEF 40.8 ±   3.5 11 ± 1 3 
 MMF 45.1 ±   2.8 12 ± 2 3 
 Fumarat 49.2 ±   1.4 11 ± 3 3 
OSKs Keine 23.4 ±   8.9 19 ± 4 6 
 DEF  3.5 ±   1.6 *** 20 ± 5 6 
 DMF  2.9 ±   1.3 *** 20 ± 3 6 
 MEF 24.1 ±  10.9 21 ± 4 6 
 MMF 27.8 ±  10.5 19 ± 6 6 
 Fumarat 25.2 ±   8.1 21 ± 7 6 
Die Zellen wurden ohne (Keine) oder mit 100 μM der angegebenen Substanzen für 60 min 
inkubiert und anschließend der zelluläre GSx-Gehalt und die extrazelluläre LDH-Aktivität (in % 
der gesamten LDH-Aktivität) bestimmt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte und SD 
der in n-facher Anzahl durchgeführten Experimente. Der initiale GSx-Gehalt der OLN-93-Zellen 
betrug 57.2 ± 5.2 nmol/mg (n = 3), der der sekundären Oligodendrozyten betrug 27.0 ± 
10.2 nmol/mg (n = 6).  
 
 
Tab. 2-8: Zellulärer Glutathiongehalt und Vitalität von OLN-93-







Keine 55.7 ± 3.1 4 ± 2 
DEF 57.9 ± 4.7 6 ± 2 
DMF 59.0 ± 2.4 4 ± 1 
MMF 55.0 ± 5.8 4 ± 1 
Die Zellen wurden 60 min in IP ohne (Keine) oder mit 100 μM der 
angegebenen Substanzen vorinkubiert und anschließend für 
weitere 23 h in DMEM inkubiert. Der initiale GSx-Gehalt der Zellen 
betrug 45.5 ± 5.7 nmol/mg. Die Ergebnisse zeigen den zelluläre 
GSx-Gehalt und die Vitalität der Zellen nach 24 h Inkubationszeit 
(n = 3). 
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Abb. 2-20: Morphologie sekundärer Oligodendrozytenkulturen (5 Tage 
alt) nach Behandlung mit FAE. Die Bilder zeigen die Morphologie der 
Zellen zu Beginn (A) und nach 60 min Inkubation ohne (B) oder mit 100 μM 
DEF (C), DMF (D), MEF (E), MMF (F) oder Fumarat (G) in Inkubationspuffer. 
Der Messbalken in G gilt für alle Teilabbildungen. 
 
100 μM FAE oder Fumarat behandelt und mit unbehandelten Kontrollzellen 
verglichen. Die Morphologie der Zellen (Abb. 2-20) sowie ihre Vitalität (Tab. 2-7) 
wurden im Vergleich zu Kontrollzellen nicht beeinflusst. Die extrazelluläre LDH-
Aktivität der OSKs nach Inkubation mit 100 μM FAE oder Fumarat nach 60 min 
Inkubation betrug zwar ca. 20%, war aber nicht signifikant verschieden zu der 
extrazellulären LDH-Aktivität unbehandelter Zellen (19%) (Tab. 2-7). Die 
Langzeit-Untersuchung von OSKs nach einer FAE-Vorinkubation war jedoch nicht 
möglich, da sich die Zellen unter diesen Versuchsbedingungen von den 
Zellkulturschalen lösten. Somit wurden die folgenden gezeigten Ergebnisse jeweils 
an vitalen Zellen erhoben, da die gewählten Inkubationsbedingungen die 
Zellvitalität nicht verringerten. 
 
Ergebnisse 
     
63 
Abb. 2-21: Zeitabhängige Effekte von FAE auf den zellulären 
Glutathiongehalt von OLN-93-Zellen. Die Zellen wurden für bis zu 60 min 
ohne (A und B: Kontrolle) oder mit 100 μM Methylfumaraten (A) oder 
Ethylfumaraten (B) inkubiert. Die Signifikanz der Unterschiede der Daten 
zur jeweiligen Kontrolle wurde durch ANOVA überprüft (n = 3).  
 
2.4.2 Beeinflussung des zellulären Glutathiongehalts  
Die Modulation des zellulären GSx-Gehalt oligodendroglialer Zellen durch FAE 
wurde zeit- und konzentrationsabhängig bestimmt. Um die zeitabhängigen Effekte 
von FAE auf den zellulären GSx-Gehalt von OLN-93-Zellen zu untersuchen, wurden 
die Zellen für bis zu 60 min ohne oder mit 100 μM DEF, DMF, Monoethylfumarat 
(MEF) oder MMF behandelt. Unter Kontrollbedingung (Abwesenheit von FAE) 
verringerte sich der zelluläre GSx-Gehalt innerhalb von 60 min um 20%, 
wohingegen die Applikation von 100 μM DMF oder DEF die Zellen bereits 
innerhalb von 5 min signifikant um die Hälfte des initialen GSx-Gehalts verarmte 
(Abb. 2-21). Die weitere Behandlung der Zellen für 60 min führte zu einem Verlust 
von ca. 95% des detektierbaren GSx (Abb. 2-21; Tab. 2-7). DEF und DMF 
unterschieden sich nicht in ihrem Potential OLN-93-Zellen an zellulärem GSx zu 
verarmen (Abb. 2-21). Die Behandlung der Zellen mit 100 μM MEF oder MMF hatte 
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen keinen signifikanten Effekt auf die 
Modulierung des zellulären GSx-Gehalts (Abb. 2-21). 
Für die Untersuchung konzentrationsabhängiger Effekte der FAE auf 
oligodendrogliale Zellen, wurden OLN-93-Zellen für 60 min mit 0 – 300 μM DEF 
A B
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Abb. 2-22: Erholung des zellulärer Glutathiongehalts von OLN-93-Zellen 
nach Vorinkubation mit 100 μM DMF. Die Zellen wurden 30 min mit 
100 μM DMF behandelt und anschließend in DMEM mit 0.5% FCS ohne (●) 
oder mit 100 μM BSO () für bis zu 8 h inkubiert. Die statistische Analyse 
der Signifikanz der Unterschiede der zellulären GSx-Gehalte von Zellen, die 
ohne oder mit BSO behandelt wurden, wurde für die angegebenen 
Zeitpunkte mit dem gepaarten Student´s t-Test durchgeführt (# p<0.05; ## 
p<0.01; n = 3).  
 
oder DMF, sowie 0 – 10 mM MEF, MMF oder Fumarat inkubiert. Halbmaximale 
Effekte von DEF oder DMF wurden für eine Konzentration von ca. 10 μM detektiert 
(Abb. 2-19 A). Höhere Konzentrationen führten zu einer signifikanten 
Verringerung des zellulären GSx-Gehalts (Abb. 2-19 A). Im Vergleich dazu mussten 
die Monoalkylester MMF oder MEF in millimolaren Konzentrationen von 1 bzw. 
3 mM appliziert werden, um eine signifikante Verringerung des zellulären GSx-
Gehalts von OLN-93-Zellen zu bewirken (Abb. 2-19 B). Die Inkubation der Zellen 
mit bis zu 10 mM Fumarat hatte im Vergleich zu Kontrollzellen keinen 
signifikanten Einfluss auf den zellulären GSx-Gehalt (Abb. 2-19 B).  
Um die an OLN-93-Zellen beobachteten Effekte von FAE auf den GSx-Gehalt  
oligodendroglialer Zellen an OSKs zu bestätigen, wurden OSKs für 60 min ohne 
oder mit 100 μM FAE oder Fumarat behandelt. Die Inkubation der Zellen im 
Inkubationsmedium führte zu einem Verlust von 15% des zellulären GSx 
(Tab. 2-7). Die Inkubation der Zellen mit den Dialkylestern DEF oder DMF hatte 
den Verlust von ca. 90% des detektierbaren GSx zur Folge (Tab. 2-7). Die 
Inkubationszeit (h)
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Monoalkylester MEF oder MMF, sowie Fumarat hatten unter diesen Bedingungen 
keinen Effekt auf den zellulären GSx-Gehalt der sekundären Oligodendrozyten. 
Um die Erholung des zellulären GSx-Gehalts nach Verarmung durch 
Fumarsäuredialkylester zu untersuchen, wurden OLN-93-Zellen für 60 min ohne 
oder mit 100 μM DEF, DMF oder MMF behandelt und für weitere 23 h in 
Kulturmedium inkubiert. Nach dieser Erholungsphase betrug der zelluläre GSx-
Gehalt unbehandelter Zellen 55.7 ± 3.1 nmol/mg Protein. Eine Vorinkubation mit 
FAE führte nicht zu signifikanten Unterschieden im zellulären GSx-Gehalt im 
Vergleich von Kontrollzellen (Tab. 2-8). 
Um zu untersuchen, ob sich der zelluläre GSx-Gehalts durch Neusynthese von GSH 
erholt, wurden OLN-93-Zellen für 30 min mit 100 μM DMF behandelt und 
anschließend ohne oder mit 100 μM Buthioninsulfoximin (BSO), einem Inhibitor 
der γ-Glutamylcysteinligase, für bis zu 8 h ohne DMF inkubiert. Während die 
Inkubation der Zellen mit BSO keine Erholung des zellulären GSx-Gehalts erkennen 
ließ, konnte in Abwesenheit von BSO nach 2 h ein signifikanter Anstieg des GSx-
Gehalts detektiert werden, der sich bereits nach 4 h Erholungszeit nicht mehr 
signifikant vom Ausgangsgehalt unterschied (Abb. 2-22).  
 
2.4.3 Induktion der Hämoxigenase-1 durch Fumarsäuredialkylester 
Die Behandlung peripherer mononukleärer Blutzellen mit DEF oder DMF führt zur 
Induktion der HO-1 (Lehmann et al., 2007). Um die FAE-vermittelte Induktion der 
HO-1 in OLN-93-Zellen zu untersuchen, wurden Zellen für 60 min ohne oder mit 
100 μM FAE behandelt und anschließend für 8 h ohne FAE inkubiert. Die Analyse 
der Proben im Westernblot zeigte geringe initiale Gehalte an HO-1. Die Inkubation 
der Zellen ohne FAE hatte keinen Einfluss auf den zellulären HO-1-Gehalt. Die 
Behandlung der Zellen mit DEF oder DMF, jedoch nicht mit MEF, MMF oder 
Fumarat resultierte in einer signifikanten Induktion der HO-1 in OLN-93-Zellen 
(Abb. 2-23, 2-24). Ein Absenken des GSx-Gehalts auf 26.2 ± 2.6% (Durch-
schnittswerte ± Mittelwertstreuung von 2 unabhängig voneinander durchführten 
Experimenten) innerhalb von 24 h durch die Behandlung mit 100 μM BSO führte 
nicht zu einer Zunahme des HO-1-Gehalts in OLN-93-Zellen (Abb. 2-23). 
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Abb. 2-23: Induktion der HO-1 in OLN-93-Zellen durch FAE. Die Zellen 
wurden für 24 h ohne (Kon) oder mit BSO (100 μM) vorinkubiert und 
anschließend für 60 min ohne (keine) oder mit den angegebenen FAE 
(100 μM), Fumarat (Fum, 100 μM) oder Ethanol (Et, 1% als Lösungsmittel-
kontrolle) behandelt und für weitere 8 h mit DMEM mit 0.5% FCS 
inkubiert, bevor Lysate der Zellen für die Westernblot-Analyse der HO-1-
Expression gewonnen wurden. Es wurden 10 μg Gesamtprotein pro Lysat 
geladen.  
 










































Abb. 2-24: Induktion der HO-1 in OLN-93-Zellen nach FAE-Behandlung. 
Die Zellen wurden entweder ohne (Keine) oder mit 100 μM der 
angegebenen FAE oder Fumarat für 60 min vorbehandelt und 
anschließend für weitere 8 h in Abwesenheit von FAE und Fumarat 
inkubiert. Die Ergebnisse zeigen die Durchschnittswerte der ermittelten 
Intensität der HO-1-Signale nach drei durchgeführten Westernblots an 
Lysaten von drei unabhängigen Experimenten. 
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3. Diskussion 
3.1 Peroxid-Entgiftungsmechanismen und Peroxid-induzierte 
Modulation der zellulären glykolytischen Aktivität 
Die Behandlung von OLN-93-Zellen für 60 min mit bis zu 500 μM H2O2 erwies sich 
für OLN-93-Zellen als nicht akut toxisch, wenngleich eine 60 min Vorinkubation 
mit mindestens 200 μM H2O2 nach einer Gesamtinkubationszeit von 48 h zu 
signifikanter Zellschädigung führte. Diese Resultate sind vergleichbar mit 
Literaturdaten zu OLN-93-Zellen, die eine signifikante Toxizität nach Gabe von 
250 μM H2O2, nicht jedoch von 100 μM, nach 24 h Inkubation beschreiben (Brand 
et al., 2010; Stahnke et al., 2007). 
Zur Bestimmung der Peroxidentgiftungsgeschwindigkeit an vitalen Zellen wurden 
Inkubationen mit H2O2 in initialer Konzentration von 100 μM über einen Zeitraum 
von bis zu 60 min durchgeführt. Die Halbwertszeit des H2O2 im Medium von OLN-
93-Zellen betrug 17.5 ± 4.4 min und entspricht somit der Halbwertszeit von H2O2 
im Medium von OSKs (18.0 min) (Hirrlinger et al., 2002b). Sie ist aber höher als die 
astroglialer Zellen (4.0 – 4.8 min) (Hirrlinger et al., 2002b; Liddell et al., 2004). Da 
die Dauer der Peroxidentgiftung maßgeblich von der Anzahl Peroxid-entgiftender 
Zellen abhängt (Dringen et al., 1999), wurden spezifische Peroxidentgiftungs-
kapazitäten berechnet. Die spezifische Peroxidentgiftungskapazität von OLN-93-
Zellen betrug 1.58 ± 0.31 min-1 x mg-1 und war damit im Vergleich zur publizierten 
spezifische Peroxidentgiftungskapazität von OSKs (2.28 min-1 x mg-1; Hirrlinger et 
al., 2002b) um ca. 30% verringert. Die hier berechneten Werte für OLN-93-Zellen 
entsprechen eher der spezifische Peroxidentgiftungskapazität primärer 
Astrozyten- (1.29 – 1.78 min-1 x mg-1) oder Mikrogliakulturen (1.35 min-1 x mg-1) 
(Hirrlinger et al., 2002b; Liddell et al., 2004). Eine Erklärung der im Vergleich zu 
sekundären Oligodendrozyten geringeren spezifischen Peroxidentgiftungs-
kapazität von OLN-93-Zellen könnte sein, dass OLN-93-Zellen Eigenschaften 
heranreifender Oligodendrozyten aufweisen (Richter-Landsberg & Heinrich, 
1996). Die H2O2-Entgiftungsgeschwindigkeit reifer Oligodendrozyten ist im 
Vergleich zu unreifen Oligodendrozyten erhöht, was auf eine zwei- bis dreifach 
höhere spezifische Glutathionperoxidase-Aktivität reifer Oligodendrozyten 
zurückgeführt wurde (Baud et al., 2004). Im Vergleich zu Astrozyten, 
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Mikrogliazellen und Neurone sind für reife Oligodendrozyten ebenfalls zwei- bis 
dreifach gesteigerte Glutathionperoxidase-Aktivitäten beschrieben (Hirrlinger et 
al., 2002b). Unreife Oligodendrozyten könnten somit eine Glutathionperoxidase-
Aktivität aufweisen, die der von Astrozyten, Mikrogliazellen oder Neuronen 
entspricht. Eine geringere Glutathionperoxidase-Aktivität in OLN-93-Zellen würde 
die verringerte spezifische H2O2-Entgiftungskapazität in OLN-93-Zellen im 
Vergleich zu den publizierten Werten für OSKs erklären.  
Die basalen zellulären GSx-Gehalte von OLN-93-Zellen betrugen 54.3 ± 
6.8 nmol/mg Protein (n = 10) und waren damit doppelt so hoch, wie GSx-Gehalte 
von sekundären Oligodendrozyten mit 27.0 ± 10.2 nmol/mg Protein, welche 
Literaturdaten entsprechen (Juurlink et al., 1998; Hirrlinger et al., 2002b). Eine 
mögliche Ursache für die unterschiedlichen zellulären GSx-Gehalte von OLN-93-
Zellen und Oligodendrozyten-reichen Sekundärkulturen könnte sein, dass OLN-93-
Zellen die im Medium zur Verfügung stehen Vorläufer für die Glutathionsynthese 
besser nutzen. Unterschiede in der Präferenz von Gehirnzellen für extrazelluläre 
Aminosäuren, welche für die zelluläre GSH-Synthese benötigt werden, wurden 
bereits für Astrozyten und Neurone beschrieben (Kranich et al., 1996). Des 
Weiteren könnten Komponenten des Oligodendrozyten-Differenzierungsmediums 
oder das Vorkommen von Serum den zellulären GSH-Gehalt beeinflussen, wie es 
bereits für Mikrogliazellen (Hooper et al., 2009) oder Endothelzellen des Gehirns 
beschrieben wurde (Langston et al., 2008).  
Die Inkubation von OLN-93-Zellen mit bis zu 1 mM FAC über einen Zeitraum von 
24 h war nicht signifikant toxisch und entsprach damit Literaturdaten (Hohnholt et 
al., 2010). Auch eine folgende Inkubation der Zellen mit Peroxid ließ nach einer 
24 h Vorinkubation mit FAC keinen Vitalitätsverlust erkennen. Eine signifikante 
zelluläre Schädigung durch einen Eisen-verstärkten Peroxidstress wurde hingegen 
nach 3 h Vorinkubation mit mikromolaren FAC-Konzentrationen detektiert. Die 
auftretende Toxizität ist vermutlich auf das Vorkommen freien Eisens in den Zellen 
zurückzuführen, das H2O2 in der Fenton-Reaktion zu Hydroxylradikal und 
Hydroxylanion reduziert. Zellulär kann freies Eisen in Ferritin gespeichert werden, 
welches konstitutiv in Oligodendrozyten in vivo (Connor et al., 1990) und in vitro 
(Höpken, 2005), jedoch nicht konstitutiv in OLN-93-Zellen synthetisiert wird 
(Hohnholt et al., 2010). Für OLN-93-Zellen ist gezeigt, dass diese nach 24 h 
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Inkubation mit mikromolaren FAC-Konzentrationen Ferritin synthetisiert haben 
(Hohnholt et al., 2010). Eine Inkubationszeit von 3 h mit FAC genügt 
möglicherweise nicht, um eine ausreichende Ferritin-Synthese in diesen Zellen zu 
induzieren, so dass freies zelluläres Eisen nach Applikation des H2O2 zu 
signifikanter zellulärer Schädigung führen könnte. Eine gesteigerte Ferritin-
Synthese nach einer FAC-Inkubation für 24 h ist somit eine mögliche Erklärung für 
die fehlende Toxizität einer später folgenden H2O2-Behandlung. 
Auch wenn appliziertes H2O2 durch OLN-93-Zellen rasch beseitigt wurde und nach 
60 min Inkubationsdauer nicht mehr zu detektieren war, zeigten sich 
Konsequenzen der Peroxidexposition bei einer Folgeinkubation. Der Peroxid-
vermittelte Anstieg der glykolytischen Aktivität von OLN-93-Zellen wurde durch 
100 μM H2O2 maximal induziert. Im Vergleich dazu führte jedoch die Inkubation 
der Zellen mit 10 mM Natriumazid, einem Inhibitor der Cytochrom-C-Oxidase 
(Jekabsone et al., 2007), ohne Vitalitätsverlust zu einer stärkeren Steigerung der 
Laktatfreisetzung dieser Zellen.  
In vitalen Astrozyten führte die Inkubation nach einer Bolusapplikation von bis zu 
250 μM H2O2 unter der Berücksichtigung der zellulären Proteingehalte dagegen 
nicht zu der für OLN-93-Zellen beobachteten Zunahme der Laktatfreisetzung. 
Allenfalls konnte eine geringfügige Abnahme der Laktatfreisetzung detektiert 
werden, wie sie bereits nach der Applikation eines chronischen Peroxidstresses 
beobachtet wurde (Liddell et al., 2009). Somit scheint die Stimulierung der 
Laktatfreisetzung nach Peroxidexposition zelltypspezifisch zu sein. 
Die Ursache der erhöhten Laktatfreisetzung von OLN-93-Zellen nach Peroxid-
Behandlung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklärt. Sie könnte 
auf posttranslationale Veränderungen der Aktivität glykolytischer Enzyme, eine 
veränderte Proteinsynthese, oder aber auf Veränderungen der Aktivität des 
Pyruvatdehydrogenase (PDH)-Komplexes oder der Atmungskette zurückgeführt 
werden. Die Aktivität glykolytischer Enzyme von Zellen kann durch H2O2 sowohl 
positiv als auch negativ reguliert werden. So ist für humane U937-Monozyten 
gezeigt, dass eine H2O2-Bolusapplikation zu einer Steigerung der Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-Aktivität führt (Cerella et al., 2009). 
Während chemischer H2O2-Stress in Astrozyten die Aktivität der GAPDH 
verringerte (Liddell et al., 2009), lassen initiale Experimente jedoch nicht auf eine 
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Modulation der GAPDH-Aktivität von OLN-93-Zellen nach Peroxidgabe schließen. 
Ob die Stimulierung der H2O2-induzierten Glukoseverbrauchs- und 
Laktatfreisetzungsgeschwindigkeit von OLN-93-Zellen auf eine Proteininduktion 
zurückzuführen ist, wurde durch eine Inkubation der Zellen mit dem 
Proteinsyntheseinhibitor CHX überprüft. Eine H2O2-vermittelte Stabilisierung des 
Hypoxie-induzierten Faktors 1α (HIF1α) ist beschrieben (Guzy et al., 2005), was 
unter anderem in der HIF1-abhängigen Expression und Synthese glykolytischer 
Enzyme resultiert (Semenza, 2009). Für OLN-93-Zellen ist ferner gezeigt, dass 
Peroxidstress innerhalb von 9 h mit einer Induktion der Synthese von HO-1 und 
αB-Crystallin einher geht (Goldbaum & Richter-Landsberg, 2001). Zellen, deren 
Proteinsynthese nach einer H2O2-Vorinkubation inhibiert wurde, zeigten im 
Vergleich zu Zellen mit intakter Proteinsynthese nach H2O2-Behandlung eine 
signifikante Verringerung der Laktatfreisetzungsgeschwindigkeit um ca. 25%. Eine 
Beschränkung der CHX-Inkubation von H2O2-behandelten Zellen auf die zweite 
Vorinkubation hatte dagegen keinen Einfluss auf die H2O2-induzierte 
Laktatfreisetzungsgeschwindigkeit. Da eine H2O2-unabhängige Behandlung der 
Zellen mit CHX im Vergleich zu Kontrollzellen zu einer vergleichbaren 
Laktatfreisetzung von 92.8 ± 11.3% (Durchschnittswerte ± Mittelwertstreuung von 
2 unabhängig voneinander durchführten Experimenten) führte, kann Protein-
synthese allenfalls zum Teil für die gesteigerte Laktatfreisetzungsgeschwindigkeit 
von OLN-93-Zellen nach Peroxidgabe verantwortlich sein. 
Als Ursache der gesteigerten Laktatfreisetzung der OLN-93-Zellen kommt eine 
Modulation der Aktivität von Enzymen in Betracht, welche Pyruvat verbrauchen. 
Der PDH-Komplex, welcher die Dekarboxylierung des Pyruvats katalysiert, speist 
das in der Glykolyse gebildete Pyruvat in den Krebs-Zyklus ein (Stacpoole et al., 
2003). Die Aktivität dieses Komplexes wird durch die Phosphorylierung der PDH-
α-Untereinheit durch die PDH-Kinase negativ reguliert (Halim et al., 2010; 
Stacpoole et al., 2003), was den Transfer des in der Glykolyse gebildeten Pyruvats 
in den Krebs-Zyklus erschwert (Halim et al., 2010). Auch wenn Oligodendrozyten 
im Vergleich zu Astrozyten eine verringerte PDH-Aktivität aufweisen (Edmond et 
al., 1987), deutet das Verhältnis von Laktatfreisetzung zu Glukosekonsum von 
OLN-93-Zellen unter Kontrollbedingungen auf eine substantielle Aktivität ihres 
PDH-Komplexes hin. Die erhöhte Laktatfreisetzung von OLN-93-Zellen nach einer 
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Bolusapplikation von H2O2 könnte auf eine Teilinhibition der PDH hinweisen. 
Gegen eine vollständige Peroxid-vermittelte Inhibierung des PDH-Komplexes von 
OLN-93-Zellen spricht, dass die Peroxid-vermittelte gesteigerte Laktatfreisetzung 
der Zellen nach H2O2-Behandlung bereits durch die Gabe von 100 μM maximal 
induziert wurde und durch höhere Konzentrationen nicht weiter auf Werte 
gesteigert werden konnte, die nach Behandlung mit Azid gemessen wurde.  
Als weitere Ursache der erhöhten Laktatfreisetzung von OLN-93-Zellen kann eine 
verringerte Aktivität der mitochondrialen Atmungskette nach H2O2-Gabe in 
Betracht kommen. Initiale Experimente zeigten, dass die Behandlung der Zellen 
mit Rotenon, einem Inhibitor des Komplex I, zu einer gesteigerten Laktatfrei-
setzung der OLN-93-Zellen führt, die vergleichbar mit der Laktatfreisetzungs-
geschwindigkeit dieser Zellen nach H2O2-Behandlung ist (Daten nicht gezeigt). Ein 
möglicher Mechanismus einer H2O2-vermittelten Inaktivierung des Komplex I stellt 
die Glutathionylierung zweier essentieller Cystein-Reste benachbarter Fe-S-
Komplexe dar (Hayashi & Stuchebrukhov, 2010; Taylor et al., 2003). 
Glutathionylierung steuert die Aktivierung und Inaktivierung von Proteinen, 
insbesondere des Energiehaushalts (Mieyal et al., 2008; Townsend, 2007). Erhöhte 
ROS-Gehalte oder ein Anstieg des Verhältnisses von GSSG zu GSH in Folge von 
oxidativem Stress können zur Oxidation freier Protein-Thiole zu Sulfensäuren 
führen, welche dann in der S-Glutathionylierung mit Glutathion weiter zu 
Disufiden oxidiert werden (Dalle-Donne et al., 2009).  
Eine gesteigerte Laktatfreisetzung oligodendroglialer Zellen nach Exposition eines 
oxidativen Stresses könnte negative und/oder positive Konsequenzen im Gehirn 
haben. Negative Konsequenzen einer gesteigerten Laktatfreisetzung können sich 
durch den MCT-vermittelte Export von Laktat ergeben, welcher in einem Symport 
mit H+ erfolgt (Hertz & Dienel, 2005). Dies korreliert mit einem Anstieg des 
zellulären pH-Werts und bedingt eine Azidifizierung der extrazellulären 
Umgebung (Barros & Deitmer, 2010; Garcia et al., 1994). Für eine schützende 
Funktion einer gesteigerten Laktatfreisetzung spricht, dass für die Protektion vor 
neuraler Schädigung nach Hypoxie in Folge einer Ischämie eine erhöhte cerebrale 
Laktatakkumulation in vitro und in vivo als essentiell interpretiert wurde (Schurr 
et al., 1997; Schurr et al., 2001). Ein niedriger extrazellulärer pH-Wert im Gehirn 
begünstigt auch die Laktataufnahme von Neuronen durch den neuronal 
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exprimierten MCT2 (KM von 0.74 ± 0.07 mM ) (Bröer et al., 1997, Bröer et al., 
1999). Freigesetzt wird Laktat von Oligodendrozyten durch MCT1 (Rinholm et al., 
2011). Dieser Transporter, welcher auch in Astrozyten exprimiert wird, weist für 
Laktat einen KM von 3.5 ± 0.4 mM auf (Bröer et al., 1998) und ist häufig in Zellen 
exprimiert, welche Laktat exportieren (Bröer et al., 1997).  
Laktat stellt in vitro die Haupt-Energiequelle für Neurone dar (Barros & Deitmer, 
2010) und Astrozyten werden im Rahmen der Astrozyten-Neuronen-Laktat-
Shuttle-Hypothese als die Laktat-bereitstellende Zellen im Gehirn diskutiert 
(Pellerin, 2008). Die hier beobachtete Modulation der Laktatfreisetzung 
oligodendroglialer Zellen durch einen oxidativen Stress könnte daher 
weitreichende Konsequenzen haben, auch im Hinblick darauf, dass oxidativer 
Stress im Zusammenhang mit Multipler Sklerose diskutiert wird (Gonsette, 2008). 
Ferner werden ein Zusammenhang der metabolischen Unterstützung von Axonen 
durch Oligodendrozyten, sowie eine Verknüpfung von Neurodegeneration in Folge 
oligodendroglialer Schädigung diskutiert (Nave, 2010; Piaton et al., 2010). 
Chronischer Peroxidstress führt zu einer Verringerung der Laktatfreisetzung 
astroglialer Zellen (Liddell et al., 2009), welche eine besonderen Bedeutung bei der 
Bereitstellung von Laktat für Neurone haben (Benarroch, 2010; Pellerin, 2008). 
Die durch einen Peroxidstress gesteigerte glykolytische Aktivität 
oligodendroglialer Zellen könnte daher einen Kompensationsmechanismus für die 
metabolische Versorgung von Neuronen und Axonen darstellen.  
 
3.2. Auswirkungen von Hitzeschockproteinen auf zelluläre Gluthation- 
und Eisengehalte und Eisen-verstärkten Peroxidstress 
Oligodendrozyten sind die metabolisch aktivsten Zellen des ZNS und produzieren 
im Vergleich zu Astrozyten ca. die 6-fache Menge an ROS (Ernst et al., 2004). Ein 
ausreichendes antioxidatives Potential zum Schutz gegen oxidativen Stress ist 
daher essentiell für oligodendrogliale Zellen. An der Protektion gegen zellulären 
Stress sind HSPs beteiligt (Kalmar & Greensmith, 2009). Hier ist vor allem das 
HSP27 hervorzuheben, welches im Zusammenhang mit dem Anstieg zellulärer 
Glutathiongehalte in nicht-glialen L929-Mausfibroblasten und transient 
transfizierten humanen Lungenepithelzellen (Arrigo et al., 2005b; Jackson & 
Diskussion 
     
73 
Garcia-Rojas, 2008), sowie dem Absenken zellulärer Eisengehalte in L929-
Mausfibroblasten und der Lungenfibroblastenzelllinie CCL39 des chinesischen 
Hamster diskutiert wird (Arrigo et al., 2005b; Chen et al., 2006). Ferner wurde 
gezeigt, dass HSP27 vor TNFα- und Peroxid-vermittelter Toxizität in diesen Zellen 
schützt (Rogalla et al., 1999). Weiterhin verzögert die Überexpression von HSP27 
die durch eine Proteasominhibition induzierte Aggresombildung in OLN-93-Zellen 
(Bolhuis & Richter-Landsberg, 2010). 
Die Auswirkungen einer basalen HSP27-Expression auf die zellulären Eisen- und 
GSx-Gehalte während eines Peroxidstresses in oligodendroglialen Zellen wurden 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals untersucht. Vergleichende Studien 
von OLN-93-, C4- und C14-Zellen bezüglich der Degradation von und ihrer 
Schädigung durch H2O2 zeigten, dass die Expression von HSP27 keine signifikanten 
Konsequenzen auf die zelluläre Vitalität und die Peroxidentgiftungsgeschwindig-
keit hatte. Auch der quantitative Unterschied in der HSP27-Expression von C4- und 
C14-Zellen hatte hierauf keinen Einfluss. HSP27-überexprimierenden C4- und C14-
Zellen zeigten nur leichte, nicht signifikant erniedrigte Eisengehalte in Vergleich zu 
OLN-93-Zellen. Die basalen zellulären Eisengehalte von OLN-93-Zellen betrugen 
45.0 ± 26.8 nmol/mg Protein und lagen damit deutlich oberhalb der publizierten 
Werten für OLN-93-Zellen (9.1 ± 7.8 nmol/mg, Hohnholt et al., 2010), OPCs 
(3 nmol/mg, Thorburne & Juurlink, 1996) und sekundären Oligodendrozyten 
(18.2 ± 2.3 nmol/mg, Höpken, 2005). Diese Unterschiede sind vermutlich eine 
Konsequenz unterschiedlicher Kulturbedingungen, insbesondere im Hinblick auf 
Inkubationsdauer und Gegenwart von FCS. 
Für CCL39-Fibrosarkomzellen und L929-Mausfibroblasten ist eine durch HSP27 
vermittelte Verringerung des zellulären Eisengehalts beschrieben (Chen et al., 
2006; Arrigo et al., 2005b), welche mit der Interaktion von HSP27 und 
Aktinzytoskelett assoziiert wurde (Chen et al., 2006; Mounier & Arrigo, 2002). 
HSP27 wirkt stabilisierend auf das Aktinzytoskeletts, was mit einer Erschwerung 
der Transferrinrezeptor-vermittelte Aufnahme von Eisen durch Endozytose in 
Zusammenhang gebracht wurde (Chen et al., 2006). CCL39- und L929-Zellen 
exprimieren sowohl Aktin, als auch Intermediärfilamente (Arnoux et al., 2008; 
Tolstonog, et al., 2002), welche in Oligodendrozyten jedoch nicht exprimiert 
werden (Richter-Landsberg, 2008). Da jedoch auch die Interaktion von HSP27 mit 
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GFAP und Vimentin gezeigt ist (Lee et al., 2005; Perng et al., 1999), sollten 
Intermediärfilament-vermittelte Konsequenzen einer HSP27-Überexpression auf 
die zelluläre Eisenaufnahme bedacht werden. Die endozytotische Eisenaufnahme 
ist insbesondere für die Transferrin-vermittelte Eisenaufnahme von OPCs 
essentiell, welche neben Ferritin einen essentiellen Eisenaufnahmeweg im Gehirn 
darstellt (Todorich et al., 2009). Die Abwesenheit von Intermediärfilamenten in 
oligodendroglialen Zellen könnte eine Erklärung für die nicht signifikanten 
Konsequenzen von HSP27 auf die zellulären Eisengehalte von OLN-93-Zellen sein. 
Ob ein Absenken der zellulären Eisengehalte mit der Protektion von 
Oligodendrozyten vor oxidativem Stress assoziiert wäre, ist jedoch fraglich. 
Oligodendrozyten sind die Eisen-haltigsten Zellen des Gehirns (Connor & Menzies, 
1996), was zum einen auf ihre hohe metabolische Aktivität und die konstitutive 
Myelinsynthese durch Eisen-abhängige Enzyme zurückzuführen ist (Badaracco et 
al., 2008; Todorich et al., 2009). Zum anderen ist Eisen essentiell für die Reifung 
der OPCs zu myelinisierenden Oligodendrozyten. Es ist daher fraglich, ob ein 
Absenken der zellulären Eisengehalte Oligodendrozyten vor oxidativer Schädigung 
schützen könnte. Vielmehr könnten verringerte Eisengehalte Defizite des 
Metabolismus, der Myelinsynthese oder eine Beeinträchtigung der Reifung der 
Oligodendrozyten zur Folge haben, was mit Beeinträchtigungen der 
Remyelinisierungskapazität einher gehen könnte.  
In transient transfizierte humane Lungenepithelzellen und murinen L929-Zellen 
wurde als weitere Konsequenz der HSP27-Überexpression ein Anstieg zellulärer 
GSx-Gehalte beschrieben (Jackson & Garcia-Rojas, 2008; Préville et al., 1999). Dies 
scheint hier nicht der Fall zu sein, da die Expression des HSP27 in OLN-Zellen im 
Vergleich zu nicht-transfizierten OLN-93-Zellen keinen Anstieg der zellulären GSx-
Gehalte erkennen ließ. Als Ursache könnte der im Vergleich zu anderen glialen 
Zellen (Hirrlinger et al., 2002b; Schmidt, 2010) bereits sehr hohe spezifische basale 
GSx-Gehalt von OLN-93-Zellen in vitro in Betracht kommen. Die GSH-Synthese wird 
in ihrer Geschwindigkeit durch die γ-Glutamylcysteinligase reguliert, welche durch 
Glutathion einer Rückkopplungshemmung unterworfen ist (Schmidt & Dringen, 
2011). In HSP27-überexprimierenden OLN-Zellen wurden allenfalls geringe 
Unterschiede der GSx-Gehalte von OLN-93-, C4- und C14-Zellen gefunden. Die um 
15% verringerten GSx-Gehalte der C4- und C14-Zellen könnten auf eine 
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verlangsamte GSH-Synthese und/oder auf gesteigerte GSH-Exportgeschwindig-
keiten in HSP27-überexprimierenden Zellen hindeuten. Eine direkte Inhibition der 
GSH-Synthese durch HSP27 erscheint fraglich, da fehlende signifikante 
Unterschiede in den zellulären GSx-Gehalten von C4- und C14-Zellen dagegen 
sprechen. Möglicherweise ist in C4- und C14-Zellen der Export des zellulären GSH 
erhöht. Der zelluläre GSx-Gehalt wird durch die Synthese und den Export von GSx 
bestimmt. Sollte trotzdem die Geschwindigkeit der Synthese durch eine 
Überexpression von HSP27 erhöht sein, dabei aber mit einem Anstieg des 
zellulären GSH-Exports korrelieren, könnten erhöhte GSx-Gehalte nicht detektiert 
werden.  
Die Behandlung von OLN-93-Zellen mit einem nicht-letalen, HSP-induzierenden 
Vorstress ist als protektiv vor einem folgenden schädigenden Stress beschrieben 
(Goldbaum & Richter-Landsberg, 2001). Um eine mögliche Protektion 
oligodendroglialer Zellen vor einem Eisen-verstärkten Peroxidstress durch HSPs 
zu untersuchen, wurden Zellen mit TNFα behandelt. Dem Zytokin TNFα werden 
neben inflammatorischen (Cairns et al., 2000; Sanders & De Keyser 2007) auch 
protektive Eigenschaften zugeschrieben, weshalb es als mögliches protektives 
Instrument in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde. So unterstützt TNFα die 
Proliferation von OPCs und die Remyelinisierung demyelinisierter Bereiche im 
Gehirn (Arnett et al., 2001) und führt zu einen Anstieg der zellulären HSP-Gehalte 
in vitro (Bajramović et al., 2000; Yu et al., 2008). 
Eine Behandlung von OLN-93-Zellen mit TNFα in Konzentrationen von bis zu 
50 ng/mL erwies sich weder als zellschädigend, noch als HSP-induzierend und 
entspricht damit Literaturdaten für oligodendrogliale Zellen (Benjamins et al., 
2011; Gozzelino et al., 2010). Studien, die die Toxizität von TNFα auf 
oligodendrogliale Zellen zeigten (Burgmaier et al., 2000; Schuster et al., 2003; 
Zhang et al., 2005) nutzten meist höhere Konzentrationen (Zhang et al., 2005) oder 
längere Inkubationszeiten (Burgmaier et al., 2000). Für OLN-93-Zellen wurden die 
Konsequenzen eines Eisen-verstärkten oxidativen Stresses durch eine 
vorangegangene Behandlung mit TNFα nicht verändert.  
Die Beobachtung, dass in oligodendroglialen Nagerzellen nur mRNA für TNFR1 
aber nicht für TNFR2 nachgewiesen werden konnte, bestätigt Literaturdaten für 
Rattenoligodendrozyten in vitro (Dopp et al., 1997), auch wenn für humane 
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Oligodendrozyten die Expression der mRNA des TNFR2 beschrieben ist (Wilt et al., 
1995). Die Expression der mRNA für beide Rezeptoren wurden jedoch nur in 
unbehandelten Kontrollzellen untersucht und nicht nach einer Inkubation dieser 
Zellen mit TNFα. Über eine TNFα-vermittelte Induktion des protektiven TNFR2 auf 
mRNA-Ebene, wie es bereits für Astrozyten in vitro gezeigt wurde (Lung et al., 
2001), kann daher nur spekuliert werden.  
Unter den gewählten Versuchsbedingungen erwiesen sich weder eine 
Überexpression von HSP27, noch eine Vorbehandlung von OLN-93-Zellen mit 
TNFα als protektiv vor oxidativem Stress.  
 
3.3 Modulation der zellulären Glutathion- und Hämoxigenase-1-Gehalte 
oligodendroglialer Zellen durch Fumarsäureester  
Fumarsäureester (FAE) werden seit Jahrzehnten für die Behandlung der Psoriasis, 
einer Autoimmunerkrankung der Haut eingesetzt (Nieboer et al., 1989; Rostami 
Yazdi & Mrowietz, 2008) und derzeit als Therapeutikum der RRMS in klinischen 
Studien erprobt (Gasperini & Ruggieri, 2009; Kappos et al., 2008; Moharregh-
Khiabani et al., 2009). Dialkylester der FAE, nicht aber ihre Monoalkylester, 
verarmten sowohl OLN-93-Zellen, als auch sekundäre Oligodendrozyten an GSH. 
Diese Abnahme könnte auf einen Verlust der Membranintegrität oder auf einen 
stimulierten Export zellulären GSH oder GSSG zurückgeführt werden. Nach der 
Inkubation oligodendroglialer Zellen mit FAE konnten unter den gewählten 
Inkubationsbedingungen jedoch weder erhöhte extrazelluläre LDH-Aktivität oder 
GSx-Gehalte, noch ein Anstieg des zellulären GSSG-Gehalts oder eine Veränderung 
der Zellmorphologie detektiert werden. Eine verringerte Membranintegrität oder 
ein gesteigerter Export zellulären Glutathions kann daher als Ursache für die 
Abnahme des zellulären Glutathiongehalts oligodendroglialer Zellen nach 
Inkubation mit Fumarsäuredialkylestern ausgeschlossen werden. Vermutlich ist 
die Abnahme des zellulären GSH-Gehalts nach der Inkubation mit DMF oder DEF 
auf ihre Konjugation mit GSH in Folge einer Michael-Addition zurückzuführen, da 
sowohl für DMF als auch für DEF die Bildung solcher Konjugate mit GSH in 
zellfreien Experimenten gezeigt wurde (Kubal et al., 1995; Schmidt et al., 2007). 
Zellulär kann diese Konjugatbildung sowohl spontan erfolgen oder durch GSTs 
katalysiert sein, welche α,β-ungesättigte Karbonyle als Substrat nutzen (Mahajan & 
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Atkins, 2005) und in Oligodendrozyten exprimiert werden (Cammer et al., 1989).  
Mono- und Dialkylester der Fumarsäure unterscheiden sich stark in ihrem 
Potential der GSH-Verarmung oligodendroglialer Zellen. Dies kann vermutlich auf 
Unterschiede in der Permeabilität der Membran für die verschiedenen FAE 
zurückgeführt werden. Die ungeladenen DMF und DEF können vermutlich durch 
Diffusion die Zellmembran passieren, wohingegen die zelluläre Präsenz der 
negativ geladenen MMF und MEF vermutlich vom Vorkommen eines Transporters 
abhängt. Der hohe zelluläre GSH-Gehalt nach Inkubation der Zellen mit MEF oder 
MMF in mikromolaren Konzentrationen könnte durch die Abwesenheit dieser 
Komponenten in den Zellen erklärt werden. Die Verarmung von OLN-93-Zellen an 
zellulären GSH nach Inkubation mit MEF oder MMF in millimolaren 
Konzentrationen ist vermutlich auf eine gewisse Aufnahme dieser Substanzen und 
ihrer Reaktion mit zellulärem GSH zurückzuführen. Die im Vergleich zum MMF ca. 
30-mal höhere chemische Reaktivität des DMF in Bezug auf GSH (Schmidt et al., 
2007), trägt vermutlich ebenfalls zur geringeren Effizienz der Fumarsäure-
Monoalkylester zur GSH-Verarmung oligodendroglialer Zellen bei. 
Die Untersuchung der Erholung des zellulären GSH-Gehalts oligodendroglialer 
Zellen nach einer Behandlung mit FAE zeigte, dass OLN-93-Zellen die Inkubation in 
Kulturmedium nach einer Vorbehandlung mit FAE ohne Vitalitätsverlust 
überstanden, sekundäre Oligodendrozyten sich jedoch unter diesen 
Inkubationsbedingungen von den Zellkulturschalen lösten. Daher wurde die 
Erholung des zellulären GSH-Gehalts oligodendroglialer Zellen nach FAE-
Behandlung ausschließlich an OLN-93-Zellen untersucht. Nach einer 
Vorinkubation der Zellen mit DMF erholte sich der zelluläre GSx-Gehalt innerhalb 
von wenigen Stunden und unterschied sich nach 2 h nicht mehr signifikant vom 
Ausgangsgehalt. Eine Langzeitinkubation für 23 h nach 1 h Vorbehandlung mit 
DEF, DMF oder auch MMF führte im Gegensatz zu anderen Zelltypen (Nelson et al., 
1999; Schmidt & Dringen, 2010; Wierinckx et al., 2005) in OLN-93-Zellen nicht zu 
einem signifikant gesteigerten spezifischen zellulären GSH-Gehalt. Ein möglicher 
Grund für diesen Unterschied könnte der bereits sehr hohe zelluläre GSH-Gehalt 
von OLN-93-Zellen sein, welcher eine maximale Rückkopplungshemmung der 
GSH-Synthese (Lu, 2009) induzieren könnte. 
Die Behandlung der OLN-93-Zellen mit DEF oder DMF führte zur signifikanten 
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Induktion der HO-1, wie es bereits für periphere mononukleare Blutzellen und 
glatte Muskelzellen der Luftröhre gezeigt wurde (Lehmann et al., 2007; Seidel et 
al., 2010). Im Gegensatz dazu hatte die Behandlung der Zellen mit MEF, MMF oder 
Fumarat keinen signifikanten Effekt auf die HO-1-Induktion. Unbehandelte OLN-
93-Zellen exprimierten wie bereits beschrieben (Stahnke et al., 2007) nur geringe 
Gehalte der HO-1. Die Behandlung der Zellen mit BSO, einem Inhibitor der γ-
Glutamylcysteinligase (Griffith & Meister, 1979), verringerte den zellulären GSx-
Gehalt, führte jedoch nicht zur Induktion der HO-1, so dass die zelluläre GSx-
Verarmung durch Inhibierung der GSH-Neusynthese nicht als Auslöser der HO-1-
Induktion in Betracht kommt. HO-1 gehört zu den Phase-II-Enzymen, welche durch 
das Binden des nuclear factor-erythoroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) an 
antioxidative response elements nach Exposition von Zellen mit α,β-ungesättigten 
Verbindungen induziert werden (Xu et al., 2005; Zhang & Forman, 2009). Die 
Aktivierung des Nrf2-Signaltransduktionsweges durch DMF ist für 
oligodendrogliale Zellen (Linker et al., 2011) und Astrozyten in vitro (Lin et al., 
2011) gezeigt. Des Weiteren korrelierte die DMF-induzierte Aktivierung dieses 
Signaltransduktionsweges in Mikrogliazellen mit einer Modulation der 
inflammatorischen Th1- zur anti-inflammatorischen Th2-Antwort (Wilms et al., 
2010). Da eine HO-1-Induktion nach Exposition von Zellen mit elektrophilen 
Substraten der GST beschrieben ist (Syapin, 2008), könnte die HO-1-Induktion 
durch die Dialkylester der Fumarsäure eher eine Konsequenz der zellulären 
Präsenz von DEF oder DMF sein, als eine Konsequenz der zellulären GSx-
Verarmung.  
Ob die zelluläre HO-1-Induktion durch DEF oder DMF als potentiell protektiv 
einzuordnen ist, bleibt jedoch abschließend zu klären, auch wenn HO-1 als IFN-β-
induzierend gezeigt (Gozzelino et al., 2010) und mit Protektion im Modell der 
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis korreliert wurde (Chora et al., 
2007). Auch wenn mikromolare Konzentrationen der Fumarsäuredialkylester den 
zellulären GSH-Gehalt oligodendroglialer Zellen verringerten und die HO-1-
Expression induzierten, sollten diese Ergebnisse nicht als Argument gegen eine 
Behandlung von autoimmun-vermittelten neurologischen Erkrankungen 
interpretiert werden. Oral aufgenommenes DMF wird im Intestinaltrackt zu MMF 
hydrolysiert (Litjens et al., 2004), welches als therapeutisch aktive Komponente 
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diskutiert wird und in mononuklearen Blutzellen eine Th2-Antwort induzierte (de 
Jong et al., 1996; Ormerod & Mrowietz, 2004). Im Serum von Patienten wurden 
MMF-Konzentrationen von 110 μM detektiert (de Jong et al., 1996). In diesem 
Konzentrationsbereich wurden keine MMF-vermittelten Veränderungen des 
zellulären GSH-Gehalts und der HO-1-Expression in oligodendroglialen Zellen 
detektiert. Daher ist es unwahrscheinlich, dass Oligodendrozyten im Gehirn FAE-
Konzentrationen ausgesetzt werden, die den GSH-Stoffwechsel oder die HO-1-
Expression modifizieren würden. Im Zusammenhang der potentiellen Behandlung 
autoimmunbasierter Erkrankungen des ZNS durch FAE sind daher weitere Studien 
notwendig, die die Permeabilität der FAE durch die Blut-Hirn-Schranke sowie das 




OLN-93-Zellen sind ein etabliertes und gut charakterisiertes Modellsystem für 
oligodendrogliale Zellen mit Eigenschaften heranreifender Oligodendrozyten. Die 
an OLN-93-Zellen generierten Ergebnisse lassen erste Rückschlüsse auf ein 
mögliches Verhalten von Oligodendrozyten zu, sollten jedoch an sekundären 
Oligodendrozyten-reichen Kulturen, bzw. an Oligodendrozyten in komplexeren 
Test-Systemen verifiziert werden, da an der Zelllinie generierte Ergebnisse nicht 
zwangsläufig auf Oligodendrozyten im Gehirn übertragen werden können.  
Die molekulare Ursache einer erhöhten Laktatfreisetzung oligodendroglialer 
Zellen nach einer Bolusapplikation von H2O2 konnte nicht geklärt werden. Da eine 
veränderte Proteininduktion als Ursache ausgeschlossen werden konnte, sollte 
eine Inaktivierung von Komplex I nach H2O2-Behandlung untersucht werden. 
Hierfür könnte zum einen der Komplex I durch Rotenon oder MPP+ (1-Methyl-4-
Phenylpyridinium) (Ramsay et al., 1991) inhibiert werden. Initiale Experimente 
mit Rotenon implizieren eine Rolle des Komplex I bei der H2O2-vermittelten 
gesteigerten Laktatfreisetzung von OLN-93-Zellen, da sowohl eine Behandlung von 
OLN-93-Zellen mit 100 μM H2O2, 10 μM Rotenon, sowie eine Koinkubation beider 
Substanzen zu vergleichbaren Laktatfreisetzungsgeschwindigkeiten in diesen 
Zellen führt (Daten nicht gezeigt). Daher sollte die Aktivität des Komplex I unter 
den gewählten Versuchsbedingungen bestimmt werden. Sollte der Komplex I unter 
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den gewählten Inkubationsbedingungen kompromittiert sein, sollte mit Hilfe von 
Redox-Proteomics (Ghezzi & Bonetto, 2003) untersucht werden, ob nach der 
Bolusapplikation von H2O2 in OLN-93-Zellen eine Glutathionylierung des 
Komplex I vorliegt.  
Um die potentielle Rolle des PDH-Komplexes bei der gesteigerten 
Laktatproduktion durch OLN-93-Zellen nach H2O2-Behandlung zu überprüfen, 
sollte untersucht werden, wie sich eine Aktivierung des oxidativen Metabolismus 
auf die Zellen auswirkt. Hierfür könnten die Zellen im Anschluss an eine H2O2-
Behandlung mit Dichloracetat, einem Inhibitor der PDH-Kinase, inkubiert werden 
(Schmidt et al., 2011; Stacpoole et al., 2003). Dichloracetat wirkt aktivierend auf 
den oxidativen Metabolismus (Itoh et al., 2003) und wird unter anderem in der 
Behandlung von metabolischen Azidosen eingesetzt (Stacpoole et al., 2003). 
Initiale Experimente zeigten, dass die Aktivierung des PDH-Komplexes von OLN-
93-Zellen durch Dichloracetat möglich ist und OLN-93-Zellen unter diesen 
Bedingungen weniger Laktat freisetzen (Daten nicht gezeigt). Sollte eine 
Inaktivierung des Komplex I dieser Zellen ursächlich für die gesteigerte 
Laktatfreisetzung oligodendroglialer Zellen nach H2O2-Behandlung sein, so sollte 
eine Behandlung der Zellen mit Dichloracetat im Anschluss an die H2O2-
Behandlung keinen Einfluss auf die Laktatfreisetzung der mit H2O2 behandelten 
Zellen haben.  
Die Studien der Überexpression von HSP27 in oligodendroglialen Zellen ließen im 
Vergleich zu publizierten Ergebnisse von nicht-glialen Zellen keine Konsequenzen 
auf die zellulären Eisen- oder GSx-Gehalte erkennen. Um zu überprüfen, ob die 
verringerten spezifischen GSx-Gehalte von HSP27-überexprimierenden OLN-Zellen 
auf einen gesteigerten GSH-Export zurück zu führen sind, sollten die 
extrazellulären GSx-Gehalte im Kulturmedium bestimmt werden. Des Weiteren 
sollte das Vorkommen des MRP1 in OLN-93-Zellen auf mRNA- und Proteinebene 
durch Polymerase-Kettenreaktion und Westernblot untersucht werden. Um 
auszuschließen, dass die im Rahmen dieser Arbeit nicht-detektierten Unterschiede 
im zellulären GSx- und Eisengehalt auf methodische Fehler zurück zu führen sind, 
sollten in der Literatur publizierte Methoden an Zellen repliziert werden, für die 
bereits erhöhte GSx-Gehalte gezeigt wurden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Behandlung oligodendroglialer 
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Zellen mit Dialkylestern der Fumarsäure zur Verarmung des zellulären GSH und 
der Induktion der HO-1 führte. Die Ursache der GSH-Verarmung nach der 
Inkubation oligodendroglialer Zellen mit Fumarsäuredialkylestern konnte jedoch 
nicht geklärt werden. Weitere Studien sollten daher auf die Überprüfung einer 
Bildung möglicher Konjugate von GSH und FAE fokussieren, dies könnte z.B. durch 
Nachweis der Konjugate durch Gaschromatographie-Massenspektroskopie oder 
Kernspinresonanz-Spektroskopie geschehen (Frycák et al., 2005; Kubal et al., 
1995; Schmidt et al., 2007).  
Um die Funktion der signifikanten HO-1-Induktion durch DEM oder DMF zu klären, 
sollten die Zellen nach einer Inkubation mit DEF oder DMF mit Inhibitoren der HO-
1 inkubiert werden. Mögliche Inhibitoren der HO-1 sind z.B. Tin-Mesoporphyrin 
(Schipper, 2000) oder auch Zinkprotoporphyrin, welches bereits für OLN-93-
Zellen genutzt wurde (Stahnke et al., 2007), sowie der Transkriptionssuppressor 
Dexamethason (Schipper, 2000). Da die DMF-, bzw. DEF-vermittelte Induktion der 
HO-1 mit der Erholung des zellulären GSH-Gehalts korreliert, würden diese 
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4. Experimenteller Teil 
4.1  Material 
Deckgläschen Roth (Karlsruhe) 
Einmal-Sterilfilter  Renner (Darmstadt) 
Fotopapier  HyperfilmTM, Amersham/GE Healthcare (Bucking-
hamshire, England) 
Glaswaren Simax (Sázava, Tschechien); Schott (Mainz) 
Nitrozellulose-Membran  HybondTM-C Extra, Amersham/GE Healthcare 
(Buckinghamshire, England) 
Nylonnetze Scrynell, 135 und 250 μm Maschenweite, Sefar 
GmbH (Wasserburg) 
Objektträger  Neolab (Heidelberg) 
Plastikwaren  Brand (Wertheim), Nunc (Langenselbold), Sarstedt 
(Nümbrecht) und BD biosciences (Heidelberg) 
sterile Zellkulturartikel  Nunc (Langenselbold) und Sarstedt (Nümbrecht) 
Papiertücher  Hakle-Kimberly (Mainz) 
 
4.2  Geräte 
Agarosegelkammern  Typ 40-0708, Peqlab (Erlangen) 
Autoklav  Fedegari Autoklavi SPA (Albuzzano, Italien), 
bezogen von Integra Biosciences GmbH (Fernwald) 
Blot-Apparatur  Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad (München) 
Eismaschine  AF 100, Scotsman (Mailand, Italien)  
Elektrophorese-Apparatur  Mini Protean III Elektroporesis Cell, Bio-Rad 
(München) 
ELISA-Reader  Multiskan Ascent, Thermo Labsystem (Helsinki, 
Finnland); SunriseTM, Tecan (Männedorf, Österreich) 
Entwicklermaschine Curix 60, AGFA (Köln) 
Geldokumentationssystem DeVision G, Decon (Hohengandern) 
Haemocytometer  nach Neubauer, Bachofer (Reutlingen) 
Kameras  Digital Sight DS-2Mv, Digital Sight DS-Q1Mc, Nikon 
(Düsseldorf) 
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Magnetrührer  IKAMAG® RET basic, IKA (Staufen) 
Mikroskope  Eclipse TS-100, Eclipse TS-2000u, Nikon 
(Düsseldorf) 
pH-Meter  inoLab pH 720, WTW (Weilheim) 
Pipettoren  Multipette® plus, Multipette® stream und Pipetten 
Research, Eppendorf (Hamburg); Biohit Proline 
1200, Biohit (Rosbach v. d. Höhe)  
Schüttler  Vortex Genie, Bender & Hobein (Bruchsal); TMR, 
Infors (Bottmingen, Schweiz); Unimax 1010 und 
Inkubator 1000, Heidolph (Kelheim) 
Spannungsquelle PowerPac 300, Bio-Rad (München) 
sterile Werkbank  HeraSafe KS12, Thermo (Langenselbold) 
Plattformschüttler Unimax 1010, Duomax 1030, Heidolph (Kelheim) 
Taumelrollenmischer TRM-V, IDL (Nidderau) 
Thermocycler  Mastercycler Gradient, Eppendorf (Hamburg) 
Waagen  CP225D, Sartorius (Göttingen); 440-35N, Kern 
(Balingen-Frommern)  
Wasserbad  Haake C10, Thermo Elektron (Karlsruhe); WNB 14, 
Memmert (Schwabach) 
Wasserreinigungsanlage  Ultra Clear UV Plus, SG Wasseraufbereitung & 
Regenerierstation GmbH (Barsbüttel) 
Westernblot-Kammer  Bio-Rad Laboratories (München) 
Zellinkubator  MCO-18AIC Sanyo (Osaka, Japan); B 5060EK CO2, 
Heraeus (Hanau) 
Zentrifugen  Tischzentrifuge MiniSpinn, Eppendorf (Hamburg); 
Zellzentrifuge Varifuge K, Biofuge primo, Heraeus 
(Hanau) 
 
4.3  Reagenzien und Chemikalien 
Hepes, Kaliumpermanganat und Schwefelsäure wurden von Acros (Geel, Belgien) 
bezogen. Von AGFA (Köln) stammten Fixierer- und Entwicklerlösung. 
Diethylfumarat, Monoethylfumarat und Monomethylfumarat wurden von Aldrich 
(Steinheim) bezogen. ECL (engl.: enhanced chemiluminescence)-Lösungen 
stammten von Amersham (GE Healthcare, Buckinghamshire, England). 
Natriumacetat, Ammoniumacetat, NAD+, NADH, NADP+ und NADPH wurden von 
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Applichem (Darmstadt) bezogen. Von Biochrom (Berlin) stammten fötales 
Kälberserum (FCS) und Trypsin (2.5% w/v), Glutathiondisulfid wurde von 
Boehringer (Mannheim) und G418 von Calbiochem (Darmstadt) bezogen. Von 
DAKO (Hamburg) stammte Ziegennormalserum. Von Fermentas (St. Leon-Rot) 
stammten der 50 bp DNA-Marker O´Gene Ruler 50 bp, sowie das RevertAidTM H-
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit. Natriumchlorid und Salzsäure waren von 
Fisher Scientific (Schwerte). Von Fluka (Buchs, Schweiz) wurden 2-Vinylpyridin, 
Dimethylfumarat, DPX Einbettungsmedium, Eisenammoniumzitrat, Eisenchlorid, 
Ethidiumbromid, Ferrozin, Fumarat, Kaliumdihydrogenphosphat, Magnesium-
chlorid, Natriumhydroxid, Natriumdodecylsulfat, Na2HPO4, Triton X-100 und 
Wasserstoffperoxid bezogen. Von Gibco (Invitrogen, Paisley, England) stammten 
Dulbecco´s modifiziertes Eagle´s Medium (DMEM) und Penicillin 
G/Streptomycinsulfat-Lösung. Milchpulver wurde von Heirler (Hügli Nahrungs-
mittel, Radolfzel) bezogen. Von Invitrogen (Karlsruhe) stammte Rindertransferrin 
(Holoform). Saccharose und Trichloressigsäure wurden von Janssen Chimica (Geel, 
Belgien) bezogen. Ammoniumeisensulfat, Ammoniumperoxodisulfat, Bromphenol-
blau, Dikaliumhydrogenphosphat, Dinatriumhydrogenphosphat, L-Glutaminsäure, 
Kalziumchlorid, Natriumazid, Natriumdihydrogenphosphat, Pyruvat, Sorbitol und 
Triethanolaminhydrochlorid stammten von Merck (Darmstadt). Die Primer 
wurden bei der MWG-Biotech AG (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Das RNeasy 
Mini-Kit, sowie das Taq-PCR core Kit mit dNTPs, rekombinanter Taq-Polymerase, 
MgCl2-Lösung und RNase freiem Wasser stammte von Qiagen (Hilden). Von Roche 
(Mannheim) wurde Adenosin-Triphosphat bezogen. Von Riedel-de Haën (Seelze) 
stammten Glycerin und Glycin. AA/BA (37.5 : 1) 40% in H2O (Rothiphorese® 
Gel 40) und Ethanol (pro analysi, p.a.) wurden von Roth (Karlsruhe) bezogen. 
Ascorbat, Cycloheximid, DAPI, 5,5´-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB), EDTA, 
Glycin, Insulin, Kaliumchlorid, Kaliumhydroxid, Natriumbikarbonat, Natrium-
selenit, Laktat, Neocuproin, Methanol (p.a.), Paraformaldehyd, Poly-D-Lysin, 
PonceauS, der Proteinmolekulargewichtsmarker, Sulfosalicylsäure, N,N,N´,N´-
Tetramethylendiamin, Tumornekrosefaktor α, Tris und Xylenolorange stammten 
von Sigma (Steinheim). Dithiothreitol, Glukose und Tween®20 stammten von Serva 
(Heidelberg). 
In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 4-1 gelisteten Antikörper 
verwendet. 
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4.4 Methoden 
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Lösungen mit doppelt entionisiertem 
Wasser angesetzt. 
 
4.4.1  Zellkulturen 
Der Großteil der Studien der vorliegenden Arbeit wurde an OLN-93-Zellen 
durchgeführt, einer spontan transformierten Zelllinie, die aus OSKs isoliert wurde 
und die Eigenschaften unreifer Oligodendrozyten aufweist (Richter-Landsberg & 
Heinrich, 1996). Zusätzlich wurden C4- und C14-Zellen, mit HSP27 stabil transfi-
zierte OLN-93-Zellen, verwendet. Weitere Versuche wurden an Astroglia-reichen 
Primärkulturen und Oligodendroglia-reichen Sekundärkulturen durchgeführt.  
Alle Zellen wurden in Inkubatoren bei 37°C in einer Wasserdampf-gesättigten 
Atmosphäre mit 10% CO2 kultiviert.  
 
4.4.1.1 Astroglia-reiche Primärkulturen 
Astroglia-reiche Primärkulturen (APKs) wurden aus den Gehirnen neugeborener 
Wistar-Ratten bis zu 24 h nach der Geburt kultiviert (Hamprecht & Löffler, 1985). 
Die gewonnen Zellen wurden in Kulturmedium (90% DMEM, 10% FCS, 20 U/mL 
Penicillin G, 20 μg/mL Streptomycinsulfat) resuspendiert (300 000 lebende 
Zellen/mL) und in einem Volumen von 1 mL pro well einer 24-well-Zellkulturplatte 
ausgesät. Das Kulturmedium wurde alle 7 Tage erneuert und die Kulturen wurden 
in einem Alter von 14 bis 21 Tagen verwendet. 
 
4.4.1.2 Oligodendroglia-reiche Sekundärkulturen 
Oligodendroglia-reiche Sekundärkulturen (OSKs) wurden nach einer Modifikation 
der Methode von Richter-Landsberg & Vollgraf (1998) und Hirrlinger et al. 
(2002b) gewonnen. Hierfür wurden APKs in Zellkulturflaschen mit einer 
Grundfläche von 175 cm² gewonnen und ab einem Kulturalter von 15 Tagen 
verwendet. Für die Gewinnung der OPCs wurden die Luftdicht verschlossenen 
Flaschen zunächst für 2 h bei 200 rpm und 37°C auf einem Rotationsschüttler 
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Abb. 4-1: Morphologie der Zellen in sekundären Oligodendrozyten-
kulturen nach 5 (A) bzw. 10 (B) Tagen in Kultur. Die Zellen weisen nach 
5 Tagen die Morphologie reifer Oligodendrozyten auf und können bis zu 
10 Tage in Kultur gehalten werden. Der Größenbalken in B gilt für beide 
Teilabbildungen. 
 
(Unimax 1010 mit Inkubator 1000) geschüttelt. Anschließend wurde das Medium 
entfernt und die Zellen mit 10 mL frischem Kulturmedium gewaschen. Die Zellen 
wurden daraufhin mit 20 mL Kulturmedium für 4 h im Inkubator inkubiert, um 
den pH in der CO2-Atmosphäre auf pH 7.4 einzustellen. Anschließend wurden die 
Flaschen für weitere 20 h bei 220 rpm geschüttelt, die abgelösten Zellen mit dem 
Medium in Zentrifugationsröhrchen gesammelt und für 10 min bei 400 g (4°C) 
zentrifugiert. Die resultierenden Niederschläge wurden resuspendiert, vereinigt 
und erneut zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 
     !mL"# $>  !mL) 
 ?> @ !mL)) resuspendiert. In die wells einer 24-well-
Zellkulturplatte wurden 200 000 Zellen in einem Volumen von 500 μL 
Differenzierungsmedium ausgesät. Vor dem Ansäen der Zellen waren die wells der 
Platten für 2 h mit einer 0.01%iger \!^" _`>{-D-|{-Lösung in Wasser 
beschichtet worden, um das Anheften der Oligodend`{-Vorläuferzellen zu 
verbessern. Die Hälfte des Differenzierungsmediums der Kulturen wurde jeden 
zweiten Tag erneuert und die Zellen mit einem Alter von 5 Tagen für Experimente 
verwendet. Zu diesem Zeitpunkt zeigten sie die Morphologie oligodendroglialer 
Zellen in Kultur (Abb. 4-1, 4-2) und exprimierten die für reife Oligodendro-
>>> }~}~ ` }~ {>protein (MBP) und 
{>assoziiertes >{`` "  4-2, 4-3). Die Zellen konnten bis 
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Abb. 4-2: MBP-Expression in einem 6-Tage alten Oligodendrozyten in 
einer OSK. Die Zellen wurden mit Antikörpern gegen -Tubulin (A) und 
MBP (B) gefärbt. Die Überlagerung der Anfärbungen auf -Tubulin und 
MBP zeigt zusätzlich eine Anfärbung der DNA mit DAPI (C). Der 
Messbalken in C gilt für alle Teilabbildungen. 
 
 
Abb. 4-3: Expression von MAG und MBP in Zellen von 
sekundären Oligodendrozytenkulturen nach 5 und 10 Tagen 
in Kultur. Nach 5 Tagen in Kultur exprimieren Zellen 
sekundärer Oligodendrozyten-Kulturen die Markerproteine 
MAG und MBP. Eine längere Kulturdauer von 10 Tagen führt 




zu 10 Tage erfolgreich in Kultur gehalten werden. Die Zellkulturflaschen mit APKs 
wurden bis zu dreimal für die Gewinnung der OPCs verwendet. 
 
4.4.1.3 OLN-93-Zellen 
OLN-93-Zellen wurden unter proliferierenden Bedingungen in Kulturmedium 
(90% DMEM, 10% FCS, 20 U/mL Penicillin G, @ !mL Streptomycinsulfat) in 
Zellkulturflaschen (75 cm²/175 cm²) in einem Volumen von 10 bzw. 30 mL 
kultiviert. 48 h vor Beginn eines Experiments wurden 25 000 OLN-93-Zellen pro 
well in 24-well-Zellkulturplatten in einem Volumen von 500 μL Kulturmedium 
gesät. Hierfür wurden die Zellen zunächst mit 10 mL phosphatgepufferter 
physiologischer Kochsalzlösung (PBS; 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.4, 
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150 mM NaCl) gewaschen und anschließend für 5 min mit 10 mL 0.01% (v/v) 
Trypsin in PBS im Inkubator bei 37°C inkubiert. Die so von den Zellkulturflaschen 
gelösten Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen und für 5 min bei 400 g 
(4°C) zentrifugiert. Der Niederschlag wurde anschließend in Kulturmedium 
resuspendiert und die Zellen nach Bestimmung der Zellzahl ausgesät. 24 h nach 
dem Ansäen der Zellen wurde das Kulturmedium durch Differenzierungsmedium 
ersetzt (99.5% DMEM, 0.5% FCS, 20 U/mL Penicillin G, 20 μg/mL 
Streptomycinsulfat).  
 
4.4.1.4 HSP27-überexprimierende C4- und C14-Zellen 
Für die Studien zum Einfluss des HSP27 auf die Schädigung von oligodendroglialen 
Zellen wurden uns von Frau Prof. Christiane Richter-Landsberg dankenswerter 
Weise Zellen zur Verfügung gestellt, die ihren Ursprung in der OLN-93-Zellen 
haben und stabil mit humanem HSP27 transfiziert worden waren (Bolhuis & 
Richter-Landsberg, 2010). Um eine Selektion auf transfizierte OLN-93-Zellen zu 
gewährleisten, waren beiden Zelllinien zusätzlich mit einem Plasmid kotransfiziert 
worden, das eine G418-Resistenz vermittelt. Deshalb wurden die Zellen in 
Kulturmedium mit 400 μg/mL G418 kultiviert. Um vergleichbare Zelldichten für 
Experimente zu erhalten, wurden die Ansäbedingungen variiert, da die mit HSP27 
stabil transfizierten C4- (stark exprimierend) und C14-Zellen (geringer 
exprimierend) verringerte Zellteilungsraten zeigten. Ansädichten von 10 000 OLN-
93-, 18 000 C4- und 13 000 C14-Zellen gewährleisteten nach 48 h Wachstum, 
gefolgt von anschließender Serumreduktion auf 0.5% FCS für weitere 24 h, eine 
ähnliche Proteinmenge pro well, die mit einer vergleichbaren Zellzahl zu diesem 
Zeitpunkt korrelierte. 
 
4.4.2 Inkubationsbedingungen  
4.4.2.1 Peroxidexposition 
Die Zellen wurden zweimal mit 1 mL Inkubationspuffer (IP; 20 mM Hepes, 145 mM 
NaCl, 0.8 mM Na2HPO4, 5.4 mM HCl, 1 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2, 5 mM Glukose, 
pH 7.4) gewaschen und bis zu 60 min mit 500 μL IP ohne oder mit den 
angegebenen Konzentrationen an H2O2 inkubiert. Die Bestimmung der extrazellu-
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lären H2O2-Konzentration (siehe 4.4.6.6) erfolgte zu den jeweils angegebenen 
Zeitpunkten. Zellen, die nach einer Vorinkubation mit H2O2 weiter inkubiert 
werden sollten, wurden einmal mit 2 mL DMEM ohne Pyruvat gewaschen und 
anschließend in Pyruvat-freiem DMEM inkubiert. Die Bestimmung der Zellvitalität 
(siehe 4.4.6.7) erfolgte zu den jeweils angegebenen Zeitpunkten. 
 
4.4.2.2 Eisenexposition und Eisen-verstärkter Peroxidstress 
Um die Toxizität von Eisen zu bestimmen, wurden Zellen zweimal mit 1 mL 
Pyruvat-freiem DMEM gewaschen und mit bis zu 1000 μM FAC in 500 μL Pyruvat-
freiem DMEM für 24 h inkubiert.  
 
Abb. 4-4: Schematische Darstellung der experimentellen Versuchsanord-
nung. Für die Untersuchung der Konsequenzen von Eisen-verstärktem 
oxidativen Stress wurden Zellen für 3 h, bzw. 24 h mit Konzentrationen 
von bis zu 1000 μM FAC in DMEM vorinkubiert. Nach einer folgenden 
Inkubation mit 100 μM H2O2 in Inkubationspuffer für 60 min wurde die 
Vitalität der Zellen bestimmt.  
 
Um Eisen-verstärkten Peroxidstress zu untersuchen, wurden die Zellen zweimal 
mit 1 mL Pyruvat-freiem DMEM (25 mM Glukose) gewaschen und anschließend 
mit 300 μM FAC in 500 μL Pyruvat-freiem DMEM für 3 h bzw. 24 h vorinkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen einmal mit 2 mL IP gewaschen und für weitere 
60 min mit 100 μM H2O2 in 500 μL IP inkubiert (Abb. 4-4). Nach einer 
Gesamtinkubationszeit von 4 h bzw. 25 h wurde die Zellvitalität bestimmt (siehe 
4.4.6.7). 
 
4.4.2.3 Tumornekrosefaktor α-Exposition 
TNFα wurde in doppelt entionisiertem Wasser mit 1% Rinderserumalbumin (BSA) 
in einer Konzentration von 1 mg/mL gelöst und die Lösung anschließend mit 
einem Filter mit 0.2 μm Porengröße steril filtriert. Die Zellen wurden mit bis zu 
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50 ng/mL TNFα in 500 μL Medium (DMEM, 20 U/mL Penicillin G, 20 μg/mL 
Streptomycinsulfat) für bis zu 48 h inkubiert.  
 
4.4.2.4 Untersuchung des Glukoseverbrauchs und der Laktatbildung nach 
Peroxidstress 
Um den Einfluss von oxidativem Stress auf die glykolytische Aktivität 
oligodendroglialer Zellen zu untersuchen, wurden Zellen wie in Abb. 2-12 
dargestellt behandelt. Zunächst wurden die Zellen in einer ersten Vorinkubation 
für 60 min mit 0 – 250 μM H2O2 in Serum-freien DMEM mit 5 mM Glukose 
inkubiert. Das Kulturmedium wurde nach 60 min erneuert und die 
 Zellen in einer zweiten Vorinkubation für 11 h in DMEM mit 5 mM Glukose 
kultiviert. Nach diesen beiden Vorinkubationen wurde das Kulturmedium erneut 
gewechselt und die Glukose- und Laktatgehalte des Kulturmediums während der 
Hauptinkubation über einen Zeitraum von 12 – 48 h gemessen. Die Inkubation der 
Zellen mit 10 mM Natriumazid in DMEM mit 5 mM Glukose erfolgte während der 
beiden Vorinkubationen und der Hauptinkubation, um den maximalen 
Glukosekonsum und die maximale Laktatfreisetzung der Zellen zu bestimmen.  
 
4.4.2.5 Fumarsäureester-Exposition 
Die Inkubation der Zellen mit Fumarsäure und ihren Estern erfolgte in IP. 
Stammlösungen von Fumarsäure (in IP) bzw. DEF, DMF, MEF und MMF (in 
Ethanol) wurden so gewählt, dass die Endkonzentration an Ethanol während der 
Inkubation maximal 1% betrug. Als Kontrolle wurde IP mit 1% Ethanol gewählt. 
Die Zellen wurden zweimal mit 1 mL IP (wells von 24-well-Platte), respektive 
zweimal mit 5 mL IP (5 cm Schalen) gewaschen und bis zu 60 min ohne oder mit 
den Substanzen inkubiert. Die GSx- und GSSG-Gehalte der Zellen und Medien 
(siehe 4.4.6.2) sowie die Vitalität der Zellen (siehe 4.4.6.7) wurden für die 
angegebenen Zeitpunkte bestimmt. Um eine Erholung der Zellen von der 
induzierten GSx-Verarmung zu untersuchen, wurden Zellen anschließend für bis 
zu 24 h mit Differenzierungsmedium inkubiert und der zelluläre GSx-Gehalt, die 
Vitalität sowie die Expression der HO-1 für die angegebenen Zeitpunkte 
untersucht. 
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4.4.3  Immunzytochemische Anfärbung 
Die anzufärbenden Zellen wurden entweder direkt in die wells einer 24-well-
Zellkulturplatte oder auf Deckgläschen (12 mm Durchmesser) angesät. Die Zellen 
wurden stets in einem Volumen von 1 mL gewaschen und für Antikörper-freie 
Inkubationsschritte in einem Volumen von 400 μL inkubiert. Die Inkubationen mit 
Antikörpern erfolgten in einem Volumen von 30 μL. Für die Inkubation mit 4´,6-
Diamino-2-phenylindol (DAPI) wurde ein Volumen von 50 μL gewählt. Alle 
Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur (Rt) durchgeführt.  
Die Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mit 4% (w/v) 
Paraformaldehyd in PBS für 10 min fixiert. Anschließend wurden die Zellen 
dreimal 5 min lang mit PBS gewaschen und für weitere 5 min mit 0.1% (w/v) 
Glycin in PBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Für die 
Permeabilisierung der Zellen wurden diese für weitere 10 min in 0.3% (w/v) 
Triton-X-100/0.1% (w/v) Glycin in PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der 
Zellen für je 5 min erfolgte die Inkubation mit primären Antikörpern in 10% 
Ziegenserum in PBS (für Verdünnungen siehe Tab. 4-1) für 60 min. Die 
Waschschritte wurden wiederholt und die Zellen mit sekundären Antikörpern in 
10% Ziegenserum in PBS für 60 min im Dunkeln inkubiert. Für die Visualisierung 
der Zellkerne wurden die Zellen erneut dreimal 5 min mit PBS gewaschen und die 
Zellen für 5 min mit DAPI (1 μg/mL in doppelt entionisiertem Wasser) inkubiert. 
Zellen, welche direkt in die wells einer 24-well-Zellkulturplatte gesät worden 
waren, konnten nach einmaligem Waschen mit PBS direkt am 
Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Zellen, die auf Deckgläschen angesät 
worden waren, wurden auf Objektträgern eingebettet. Hierfür wurden die 
Deckgläschen mit einem Tropfen Einbettungsmedium benetzt und mit der Zell-
bewachsenen Seite auf den Objektträger aufgebracht. Das Medium musste über 
Nacht aushärten und die Zellen konnten am nächsten Tag betrachtet werden. 
 
4.4.4  Westernblot-Analyse 
Die Zellen von Kulturen einer 5 cm-Schale wurden mit 5 mL eiskaltem PBS 
gewaschen und mit einem Gummischaber in 1 mL PBS von den Schalen abgelöst. 
Die Zellsuspensionen wurden in 1.5 mL-Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und 
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für 1 min bei 13 000 g zentrifugiert. Die Lyse der Zellen erfolgte in 125 μL H2O. Die 
Proteinbestimmung eines 25 μL Aliquots erfolgte wie unter 4.4.6.5 beschrieben, 
die restlichen 100 μL des Zelllysats wurden mit 25 μL fünffach konzentriertem 
Probenpuffer (SB; 0.312 M Tris/HCl pH 6.8, 10% (w/v) SDS, 50% (w/v) Glycerin, 
0.05% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und für 10 min mit einem Heizblock auf 
100°C erhitzt. In die Taschen der Gele wurden gleiche Proteinmengen mit 4 mM 
Dithiothreitol aufgetragen. 
Die eindimensionale Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) wurde nach Laemmli (1970) durchgeführt. Proteine werden dabei 
nach ihrem Molekulargewicht in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt, welches 
durch die Polymerisation von Acrylamid (AA), N,N’-Methylenbisacrylamid (BA), 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED) 
entsteht. Durch die AA-Konzentration wird die Länge der Polyacrylamidketten 
bestimmt, die BA-Konzentration bestimmt den Vernetzungsgrad (Sommer et al., 
2009). Beides zusammen bestimmt die Porengröße, welche die 
Wandergeschwindigkeit der Proteine durch das Gel im elektrischen Feld definiert. 
Für die Analyse der Proben in der SDS-PAGE wurden die Proteine der Lysate in 
einem 10%igen Trenngel, überschichtet mit einem 4%igen Sammelgel, 
aufgetrennt. Die Gele wurden nach dem Pipettierschema in Tab. 4-2 hergestellt. 
 
Tab. 4-2:  Pipettierschema für die verwendeten Polyacrylamidgele in der SDS-
PAGE  
Komponente Sammelgel (4%) Trenngel (10%) 
H2O 5.85 mL 7.2 mL 
AA/BA Lösung 750 μL 3.75 mL 
Sammelgelpuffer (1 M 
Tris/HCl, pH 6.8) 
750 μL - 
Trenngelpuffer (1.5 M 
Tris/HCl, pH 8.8) 
- 3.75 mL 
10% SDS (10% w/v in 
H2O) 
75 μL 150 μL 
TEMED 7.5 μL 10 μL 
APS (10% w/v in H2O) 75 μL 150 μL 
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Die Proben wurden elektrophoretisch für 60 min bei 160 Volt in Laufpuffer 
(0.96 M Glycin, 0.25 M Tris, 0.5% SDS) aufgetrennt. Nach der SDS-PAGE wurden 
die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen 
(Towbin et al., 1979). Der Transfer erfolgte für 60 min bei 360 mA in 
Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol). Um den Erfolg 
des Elektrotransfers zu überprüfen wurde die Membran zunächst für 2 min mit 
einer Ponceau Rot-Lösung (0.2% (w/v) PonceauS in 3% (w/v) Trichloroessig-
säure) inkubiert um die Proteinbanden zu färben. Anschließend wurde die 
Membran mit TBST (1% (v/v) Tween®20 in Tris-gepufferter Kochsalzlösung (TBS; 
10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.3)) bis zur kompletten Entfärbung gewaschen. Für 
die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran für 
30 min bei Rt mit TBS mit Milchpulver (5% (w/v)) inkubiert. Die primären 
Antiköper wurden in den angegebenen Verdünnungen (Tab. 4-1) in TBS mit 
Milchpulver angesetzt und die Membran mit diesen über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Nach 3 x 15 min Waschen der Membranen in TBST erfolgte die Detektion der 
Banden am nächsten Tag nach 1 h Inkubation mit den Meerrettich-Peroxidase 
(HRP)-konjugierten sekundären Antikörpern in TBS mit Milchpulver durch ECL. 
Die Quantifizierung der Westernblot-Banden erfolgte mit Hilfe der Software 
ImageJ. Die Intensitäten der HO-1-Banden wurden in % der Intensität der 
korrespondierenden α-Tubulin-Banden derselben Probe angegeben. 
 




β-Aktin V: GGGTCAGAAGGACTCCTACG 
R: GGTCTCAAACATGATCTGGG 
237 
TNFR1 V: ACCAAGTGCCACAAAGGAACC  
R: TACACACGGTGTTCTGTTTCTCC 
322 
TNFR2 V: ATGAGAAATCCCAGGATGCAG  
R: ACAGACGTTCACGATGCAGGTG 
252 
Die Primersequenzen für TNFR1 und TNFR2 wurden der Publikation von 
Lung et al. (2001) entnommen. 
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4.4.5  Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
Die RNA oligodendroglialer Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Mini-Kits (Qiagen, 
Hilden) laut Protokoll des Herstellers extrahiert. Die reverse Transkription 
erfolgte mit einem Gesamt-RNA-Volumen von 5 μL mit Hilfe des RevertAidTM H-
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) laut Protokoll des 
Herstellers.  
Die Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurden mit 4.5 μL der gereinigten cDNA 
in einem Mastermix bestehend aus 1 mM MgCl2, 1.25 U Taq-DNA-Polymerase, 
0.4 μM Primern und je 0.5 mM dNTPs in 50 μL PCR-Puffer mit Hilfe des Taq-PCR 
core Kit (Qiagen, Hilden) durchgeführt. Die genutzten Primer sind in Tab. 4-3 
dargestellt. Für die PCR wurden die Proben zunächst für 2 min bei 94°C 
denaturiert. Anschließend erfolgten 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung (94°C 
für 30 Sekunden), Anlagerung (53°C für 30 Sekunden) und DNA-Synthese (72°C 
für 1 min). Die Trennung der PCR-Produkte und die Analyse der Daten erfolgte 
nach Scheiber et al. (2010). Die PCR-Produkte wurden in einem 2.5% Agarosegel in 
TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0) aufgetrennt, welches 
anschließend für 10 min mit 10 μg/mL Ethidiumbromid gefärbt wurde. Nach zwei 
weiteren Waschschritten in doppelt entionisiertem Wasser für jeweils 15 min 
wurden die gefärbten DNA-Banden mit dem Geldokumentationssystem visualisiert 
und dokumentiert. 
 
4.4.6  Quantitative Bestimmungsmethoden 
4.4.6.1 Extrazelluläre Glukose 
Die Bestimmung der Glukosekonzentration erfolgte nach Dringen und Hamprecht 
(1992). Hierfür wurde ein gekoppelter enzymatischer Test verwendet, der in einer 
NADPH-generierenden Reaktion Glukose quantitativ verbraucht. Bei diesem Test 
wird Glukose unter ATP-Verbrauch durch die Hexokinase (HK) zu Glukose-6-
phosphat phosphoryliert. Durch die Zugabe von Glukose-6-phosphat-
dehydrogenase (G6PDH) wird dieses in einer NADP+-reduzierenden Reaktion 
weiter zu Glukonolakton-6-phosphat oxidiert. Für die Bestimmung der 
Glukosekonzentration wurden 10 μL des Inkubationsmediums mit 170 μL H2O in 
einem well einer Mikrotiterplatte verdünnt. 10 min nach Zugabe von 180 μL des 
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Reaktionsgemisches (0.16 U G6PDH, 0.3 U HK, 1.5 mM NADP+, 2 mM ATP, und 
2 mM MgCl2 in 0.3 M Triethanolaminhydrochlorid/KOH-Puffer, pH 7.6) bei Rt 
wurde die Absorption bei 340 nm im Plattenlesegerät bestimmt. Die Glukose-
konzentration wurde über die Absorption des NADPH nach dem Lambert-
Beerschen Gesetzt unter Verwendung eines Extinktionskoeffizienten von 
6.2 mM-1cm-1 und einer Schichtdicke von 0.9 cm für ein Volumen von 360 μL 
berechnet.  
 
4.4.6.2 Glutathion und Glutathiondisulfid 
Gesamtglutathion (n[GSx] = n[GSH] + 2n [GSSG]) und GSSG wurden nach Dringen 
und Hamprecht (1996) nach einer Modifikation der von Tietze beschriebenen 
Methode (Tietze, 1969) in Mikrotiterplatten bestimmt. Um den GSx-Gehalt einer 
Probe zu bestimmen, wurde die Kinetik der Reduktion von 5,5´-Dithiobis(2-
nitrobenzoesäure) (DTNB) durch GSH zu 5-Thio-2-nitrobenzoesäure bei 405 nm 
photometrisch gemessen. Glutathionreduktase (GR) und NADPH wurden dem 
Reaktionsgemisch beigesetzt, welche das GSSG der Probe reduzieren und damit 
GSH regenerieren. Dieser Schritt macht diese Bestimmungsmethode spezifisch für 
GSx. Die Bedingungen der Methode wurden so gewählt, dass der GSx-Gehalt der 
Proben limitierend für die Reaktionsgeschwindigkeit ist. Der Extinktionsanstieg 
pro Zeiteinheit dient als Berechnung für den GSx-Gehalt einer Probe, die durch den 
Vergleich mit eingesetzten GSSG-Standards ermöglicht wird. 
Für die Bestimmung des zellulären GSx-Gehalts wurden die Zellen zunächst mit 
1 mL eiskaltem PBS gewaschen und anschließend für 10 min bei 4°C in 200 μL 
1% (w/v) Sulfosalicylsäure inkubiert. Die Lysate wurden in 1.5 mL-Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt und der GSx-Gehalt des Überstands nach 1 min 
Zentrifugation bei 13 000 g bestimmt. Für die Bestimmung des GSx-Gehalts von 
Lysaten und Medien wurden diese in den wells einer Mikrotiterplatte mit H2O zu 
100 μL Gesamtvolumen verdünnt und nach Zugabe von 100 μL Reaktionsgemisch 
(0.1 μL GR/well, 0.3 mM DTNB, 0.4 mM NADPH, 1 mM EDTA in 0.1 M 
Natriumphosphatpuffer, pH 7.5) der Anstieg der Absorption bei 405 nm 
photometrisch bestimmt. 
Um den GSSG-Gehalt der Proben zu bestimmen, wurde das in der Probe enthaltene 
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GSH durch Addition von 2-Vinylpyridin derivatisiert (Griffith, 1980). Hierfür 
wurde zunächst der pH-Wert von 130 μL des Zelllysats und der Standards durch 
Zugabe einer 0.2 M Tris-Lösung auf pH 6 eingestellt und anschließend den Proben 
5 μL 2-Vinylpyridin hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurden 
10 μL der Proben wie oben beschrieben in der Mikrotiterplatte zur Bestimmung 
des GSx-Gehalts gemessen. Da GSSG keine Reaktion mit 2-Vinylpyridin eingeht, 




Die Quantifizierung des Eisengehalts wurde nach Riemer et al. (2004) 
durchgeführt. Hierfür wurde zunächst das Eisen mit einer salzsauren 
Kaliumpermanganatlösung aus den zellulären Komplexen und Proteinen 
freigesetzt und dann im Anschluss sämtliches freigesetztes Eisen durch Ascorbat 
zu Fe2+ reduziert, welches von dem Eisenchelator Ferrozin gebunden wurde. Die 
Absorption des Eisen-Ferrozin-Komplexes wurde bei 540 nm gemessen. Um eine 
Verfälschung des Ergebnisses durch eventuell vorhandenes Kupfer zu vermeiden, 
wurde dem zweiten Schritt zusätzlich der Kupferchelator Neocuproin hinzugefügt.  
Für die kolorimetrische Eisenbestimmung wurden die Zellen in wells von 24-well-
Zellkulturplatten in 200 μL 50 mM NaOH lysiert und anschließend mit 200 μL 
10 mM HCl und 200 μL der salzsauren Kaliumpermanganatlösung (4.5% (w/v) 
Kaliumpermanganat-Lösung und 1.4 M HCl im Verhältnis 1:1) versetzt. Die Proben 
wurden für 2 h bei 60°C im Wärmeschrank inkubiert. Anschließend wurden 60 μL 
des Detektionsreagenz (6.5 mM Ferrozin, 6.55 mM Neocuproin, 2.5 M 
Ammoniumacetat, 1 M Ascorbat) hinzugefügt. Nach 45 min Inkubation bei Rt unter 
kontinuierlicher Bewegung auf dem Schüttler wurden 280 μL des Gemisches in ein 
well einer Mikrotiterplatte überführt und die Absorption der Probe bei 540 nm 
bestimmt. Die Absorption der Probe diente für die Berechnung des Eisengehaltes, 
welcher durch den Vergleich der Absorption von Eisenchlorid-Lösungen (0 - 
30 nmol) als Standard ermöglicht wurde. 
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4.4.6.4 Extrazelluläres Laktat 
Die Bestimmung der Laktatkonzentration im Inkubationsmedium erfolgte in einer 
Modifikation der Methode von Dringen et al. (1993). Dazu wurde ein 
enzymatischer Test verwendet, welcher in der LDH-katalysierten Reaktion Laktat 
zu Pyruvat oxidiert. Als Elektronenakzeptor dient NAD+, welches in seiner 
reduzierten Form bei 340 nm photometrisch bestimmt werden kann. Da das 
Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Laktatbildung liegt, wurde dem 
Reaktionsgemisch Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) hinzugefügt, welche die 
Reaktion von Pyruvat und Glutamat zu Alanin und Oxoglutarat katalysiert und 
damit kontinuierlich das durch die LDH gebildete Pyruvat aus dem 
Reaktionsansatz entfernt. Für die Bestimmung der Laktatkonzentration wurden 
10 μL des Inkubationsmediums mit 170 μL H2O in einem well einer 
Mikrotiterplatte verdünnt. Nach Zugabe des Reaktionsgemisches (0.7 U GPT, 
7.15 U LDH, 5.6 mM NAD+ in 500 mM Glutamat/NaOH-Puffer, pH 8.9) wurden die 
Proben für 90 min bei 37°C inkubiert und anschließend die Absorption bei 340 nm 
im Plattenlesegerät bestimmt. Die Bestimmung der Laktatkonzentration erfolgte 
quantitativ über die Absorption des NADH nach Lambert-Beer unter Verwendung 
eines Extinktionskoeffizienten von 6.2 mM-1cm-1 und einer Schichtdicke von 0.9 cm 
für ein Volumen von 360 μL. 
 
4.4.6.5 Proteingehalt 
Der Proteingehalt der Kulturen wurde nach Lowry et al. (1951) bestimmt. Hierfür 
wurden die Zellen eines wells einer 24-well-Zellkulturplatte in 100 μL 0.5 M NaOH 
lysiert. Für die Bestimmung des Proteingehalts wurden 50 μL dieses Lysats 
verwendet. Als Standardprotein (0 – 60 μg) diente BSA. 
 
4.4.6.6 Wasserstoffperoxid 
Der H2O2-Gehalt des Inkubationsmediums wurde nach Dringen et al. (1998) 
bestimmt. Von dem H2O2-haltigen Medium wurden 10 μL direkt nach 
Probennahme mit 170 μL 25 mM H2SO4 in einem well einer Mikrotiterplatte 
verdünnt. Nach Zugabe von weiteren 180 μL Reaktionsmischung (0.5 mM 
(NH4)2Fe(SO4)2, 200 mM Xylenolorange und 200 mM Sorbitol in 25 mM H2SO4) 
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wurde die Extinktion nach 45 min Inkubation bei Rt bei 540 nm im 
Plattenlesegerät bestimmt. Die Absorption der Probe diente zur Berechnung des 
H2O2-Gehalts, welche durch den Vergleich der Absorption von H2O2-Lösungen (0 – 
200 μM) als Standard ermöglicht wurde. 
 
4.4.6.7 Zellvitalität 
Die Bestimmung der Vitalität der Zellen durch die extrazelluläre LDH-Aktivität 
erfolgte nach Dringen et al. (1998). Falls nicht anderes angegeben, wurden sowohl 
die zelluläre LDH-Aktivität als auch die LDH-Aktivität des Inkubationsmediums 
eines wells bestimmt und die extrazelluläre LDH-Aktivität als % der gesamten 
LDH-Aktivität ausgedrückt. Um die zelluläre Aktivität zu bestimmen, wurden die 
Zellen in Inkubationsmedium mit 1% (w/v) Triton X-100 in entsprechendem 
Inkubationsvolumen für 30 min bei Rt lysiert. Für die Bestimmung der LDH-
Aktivität wurde ein Aliquot des jeweiligen Mediums mit 80 mM Tris/HCl-Puffer, 
200 mM NaCl, pH 7.2, in einem well einer Mikrotiterplatte auf ein Volumen von 
180 μL verdünnt. Nach Zugabe von 180 μL Reaktionsmischung (3.2 mM Pyruvat, 
0.4 mM NADH, 200 mM NaCl in 80 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7.2) wurde die 
Abnahme der Absorption bei 340 nm mit dem Plattenlesegerät aufgezeichnet. Eine 
extrazelluläre LDH-Aktivität von 100% entspricht einer Vitalität von 0%. 
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